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Beschreibung 

Gebiet der Erfindung 

Die vorliegende Erfindung betrifft. Verfahren zur Differenzlerung von 
Stammzellen in Insulm-produzierende Zellen durch Kultivierung solcher Zellen 
in speziell definierten Medien, und optinnalerweise, Aktivierung von einem oder 
mehreren Genen, die in die Beta-Zelldifferenzierung involviert sind. Die 
vorJiegende Erfindung stellt Mittel zur Behandlung von pankreatischen 
Erkrankungen, einem Stoffwechselsyndrom und Stoffwechselerkrankungen mit 
beeintrachtigten Glucosespiegeln, beispielswelse, aber nicht beschrankt auf 
Diabetes mellitus, HypergJykamie und beetntrachtigter Glucosetoleranz bereit, 
durch Transplantieren der Insulin-produzierenden Zellen in diabetische Tiere 
und Menschen. Die Verfaliren konnen weiterhin verwendet werden, um Zellen 
zur (dentifizrerung und Charakterisierung von Verbrndungen, weiclie die Beta- 
Zelldifferenzierung, Insulinsekretion oder das Ansprechen auf Glucose 
stimulieren, zu erzeugen. Differenzierte Insutrn-produzierende Zellen konnen 
aucli verwendet werden, um die toxischen und andere Wirkungen von 
exogenen Verbindungen auf die Beta-Zellfunktlon zu untersuchen. 



Hintergrund der Erfindung 

Diabetes^ Hypergykamie und beeintrachtigte Glucosetoleranz sind endokrine 
Erkrankungen, gekennzeichnet durch eine unzulangliche Produktion oder 
Verwendung von Insulin, was den l\^etabolismus von Kohlehydraten, Proteinen 
und Lipfden beeinflusst, was in anormalen Glucosespiegein im Blut resultiert. 
Diabetes ist eine heterogene Erkrankung, die in zwei wichtige Gruppen 
eingeteilt werden kann; Typ 1 Diabetes (auch als Insulin-abhangige Diabetes, 
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ID DM, Typ I, juvenile Diabetes bekannt) und Typ 2 Diabetes Infeht Insuiin- 
abhangige Diabetes, NIDDM, Typ II, Altersdiabetes). 

Die funktionelle EInheit des endokrinen Pankreas 1st die Langerhans-lnsel. 
welche verstreut ist im exokrinen Anteil des Pankreas und aus vler Zelltypen 
zusammengesetzt ist: Alpha-, Beta-, Delta- und PP-Zellen, Beta-Zeflen 
produzieren Insulin, stellen die Mehrheit der endokrinen Zellen dar, und bilden 
den Kern der Insein, wahrend Alpha-Zellen Glucagon sekretieren, und in der 
Peripherie lokalisiert sind. Delta-Zellen und PP-Zellen sind weniger zahlreich 
und sekretieren Sonrratostatin, beziehungsweise ein pankreatisches Polypeptid. 
Insulin und Glucagon sind die Schlusselregulatoren von Blutgiucose-Spiegeln. 
Insui'in erniedrigt Blutglucose-Spiegel durch Erhdhen seiner zellularen 
Aufnahme und Umwandlung in Glycogen. Glucagon erhSHt den Blutglucose- 
Spiegel durch Intervenieren in die Spaltung von Leberglycogen. Typ 1 Diabetes 
ist gekennzelchnet durch eine autoimmune Zerstorung von Insulin- 
produzierenden Beta-Zellen. Typ 2 Diabetes ist gekennzeichnet durch Insulin- 
reslstenz und eine beeintrachtigte Glucosetoleranz, wobei Insulin nicht effizient 
genutzt wird oder in unzureichenden Mengen durch d^e Beta-Zellen produzlert 
wird, Deswegen bendtigen Patienten mit Typ 2 Diabetes oft zusatzliches 
insulin, um die Blutglucose-Spregel zu regulieren. Foiglich besteht zwischen 
Patienten mit Typ 1 und Typ 2 Diabetes ein geringer therapeutischer 
Unterschied m der Verabreichung von Insulin (siehe Fajans in Diabetes 
MellitUs, funfte Auflage; Porte und Sherwin, Ed-; Appleton & Lange, Pub. 
1997, 1423ff.)- Indfviduen, die an Diabetes leiden, mussen sich bis zu sechs 
Mai am Tag Insulin injizieren, 

Trotz Insulininjektionen entwickein Diabetes-Patlenten Komplikationen, und 
ihre Anfalligkeit fur Schlaganfalle, Blindheit, Amputationen, Nieren- und Herz- 
Kreislauf-Erkrankungen ist stark erhoht, wahrend ihre Lebenserwartung 
verkurzt ist (Nathan (1993) N. EngL J. Med. 328:1676-1685; Group, T.D.C. 
u. C.T.R. (1993) EngL J. Med. 329:977-986), Der Ersatz fehlender Insulin- 
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produzierender Zellen durch Transplantation von Langerhans-lnselzellen oder 
Insulin-produzierenden Zellen ist eine vielversprechenda therapeutische Option 
(Luzi et al. {1996) J. Clin. Invest. 97:2611-2618; Bretzel et al. (1996) Ther. 
Umsch. 53:889-901). Aber die Verfugbarkeit von humanenn Spendergewebe 
zur Tran$plantation ist stark beschrankt, Eine alternative Option wSre die 
Verwendung von tierischen Geweben aus Schwemen, aber ernsthafte 
technische Probleme mfissen gelost werden (Butler et aL (1998) Nature 
391:320^324; Bach eT al, (1998) Nature Med. 4:141-144; Shapiro et ai 
(2000) N, Engl. J. Med. 343:230-238), so wie eine Langzeit-fmmun- 
suppression, und das Rlsiko, ein Schweine-Pathogen, so wie das endogene 
Schweine-Retrovirus, in dre menschfiche Population zu ubertragen. Eine 
Losung fOr dieses Problem w3re es, eine humane „Ersatzzelle'' herzusteilen, 
die dazu fahig ist, die Funktionen der fehlenden oder in der Funktion gestdrten 
Beta-Zellen zu ubernehmen. Daher besteht ein Bedarf zur Produktion einer 
unbegrenzt^ Menge von Insulin-produzierenden Ersatzzelleti fOr die 
Transplantatfon in drabetische Patienten. Die vorliegende Erflndung stelit 
diesen Bedarf durch Bereitstellen eines leichten Verfahrens zum Induzieren der 
Differenzierung von Stammzellen in funktionelle Insulin-produzierende Zellen 
zufrieden. 

Stammzellen sind undifferenzierte oder unreife Zellen, die zu verschiedenen 
spezialisierten Zelttypen fOhren k5nnen. Stammzellen konnen, sobald sie 
drfferenziert sind oder induziert sind, um zu differenzieren, zur Reparatur 
beschadigter oder in der Funktion gestorter Organe verwendet werden. 
Stammzellen konnen embryonalen oder aduiten Ursprungs sein. Adulte oder 
somatische Stammzellen wurden in zahlreichen Geweben identifiziert, so wie 
Muskel, Knochenmark, Leber und Gehirn (Vescovi und Snyder (1999) Brain 
PathoL, 9:569-598; Seale und Rudmcki (2000) Dev. BioL, 218:115-124). Im 
Pankreas deuten mehrere Anzerchen darauf hin, dass Stammzellen auch 
rnnerhalb des aduiten Gewebes vorhanden sind (Gu und Sarvetnick (1993) 
Development, 118:33-46; Bouvens (1998) Micros Res Tech, 43:332-336; 
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Bonner-Weir (2000) J. Mol. Endocr,, 24:297-302). Aber diese Population ist 
durftjg definiert, und stellt einen sehr kleinen Prozentanteil der Zellen im 
Pankreas dar. 

Embryonale Stammzeden kdnnen aus der inneren Zedmasse von 
Praimplantations-Embryonen (ES-Zellen), oder aus den primordialen Keimzellen, 
die in den Genitalfeisten von postimplantierten Embryonen (EG-Zellen) 
gefunden werden. Sowohl ES- a[s auch EG-Zellen aggregieren und bilden 
Embryoid-K5rper (EB, ^Embryoid Bodys"], wenn sie bei speziellen Kultur- 
bedingungen, so wie in Spinnerkulturen oder hSngenden Tropfen wachsen. 
EBs sind aus verschledenen Zefltypen zusammengesetzt, ahnilch wie 
diejenigen, die wShrend der Embryogenese vorhanden sind. Wenn sie in 
geeigneten Medien kultiviert werden, kdnnen EB verwendet werden, urn in 
vitro differenzierte Phanotypen zu erzeugen, so wie extraembryonaies 
Endoderm, hamatopoetische Zellen, Neuronen, Cardiomyocyten, Skelett- 
muskelzellen und vaskulare Zeiien. Bislang wurde kein Verfahren beschrieben, 
das eine efflziente Differenzierung von EB in Insulrn-produzierende Zellen 
ermdglicht. 

Soria und Kollegen beschreiben ein Verfahren zur Selektion von (nsulin- 
sekretierenden Zellklonen aus ES-^Zellen uhter Verwendung eines ZelNEinfang- 
Systems, worin Zellen mit einem Plasmid transfiziert werden, das die 
Expression eines Neomycin-Resfstenzgens unter der -Kontrolfe der 
regulatorischen Region des humanen Insulingens eriaubt. Zellen von einem 
Insulin-sekretierenden Zellklon wurden in die Miiz von diabetischen Mausen 
implantiert. Die implantierten Zellen kdnnen dJe Blutglucose-Spiegel 
norma lisieren und kdnnen bei den behandelten Tieren das Kdrpergewicht 
wieder herstellen (Soria et aL (2000) Diabetes 49:157-162). Ein JMachtei[ 
dieser Selektionsmethode rst aber ilnre geringe Efftzienz. 
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Lumelsky und Kollegen (Lumeisky et aL {Mai 2001) Science 292:1389-1394) 
haben Insulin-produzierende Zellen aus Maus ES-Zeiien erzeugt. Die ES-Zellen 
werden auf einer Gelatine-beschichteten Gewebekulturoberfiache ohne 
Versorgungs-Zellen und in Gegenwart von LIF expandiert. Dann werden die 
Embryoid-Korper in einer Suspension in ES-Zellmedium in Abwesenheit von LIF 
erzeugt. In einem weiteren Schritt wurden Nestin-positive Zellen In einem 
Serum-freien Medium (ITSFn) auf einer Gewebekulturoberfiache selektiert. 
Resultierende pankreatische endokrine Vorlauferzellen werden expandiert, und 
die Differenzierung und Morphogenese von Insulin-sekretierenden inselzell- 
haufen wird induziert. Aber die Insulin-sekretierenden Inselzellhaufen stellten, 
wenn sie in diabetische MSuse transplantlert wurden, die normalen 
Blutglucose-Spiegel nicht wieder her. 

Assady Bt aL ({August 2001), Diabetes^ 50:1-7) beschrelben e?ne spontane in 
vitro-DMferenziQTunQ von pluripotenten humanen embryonalen Stammzellen In 
Zellen, die die Charakteristika von (nsulin-produzierenden Zellen aufweisen. Es 
wurde eine Sekretion von Insulin in das Medium in einer Differenzierungs- 
abhangigen Art und Weise beobachtet, die mit dem Auftreten von anderen Or 
Zellmarkern assoziiert war. Aber die Effizienz der Differenzierung war gering, 
wobei nur 1-3% der differenzierten Zellen hinsichtiich Insulin positiv waren. 

Die vorliegende Erfindung zieft auf eine fnduktion der Differenzierung von ES- 
Zellen in Insulin-produzierende Zellen durch Aktfvferung speziffscher Gene, und 
unterscheidet sich deshalb von den Verfahren des Standes der Technik, die 
dazu entworfen wurden, um solche Zellen zu selektieren. 

In den letzten Jahren wurde von mehreren Genen gezeigt, dass sie fur die 
Bildung von pankreatischen endokrinen Zellen wShrend der Embryogenese 
wesentlich sind (Edfund (1998) Diabetes, 47:1817-1823; St-Onge et aL 
(1999) Curr.Opin. Genet. Dev., 9:295-300). Die Pankreas-Entwicklung 
involviert eine Reihe von induktiven Signalen, die von den umgebenden 
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mesodermalen Geweben ausgehen, und von Transkriptionsfaktoren, die in dem 
Pankreas-Epithel exprinniert werden. Die Homdobox, die den Transkriptions- 
faktor Pdxl (auch als Idxl, STFl, IPF1 bezeichnet) enth§lt, wird in alien Zeilen 
der Pankreasanlagen w3hrend der Entwicklung exprimlert, und wird in adulten 
tierischen Lebewesen auf die Beta-Zellen beschrankt. Pdx1 Mausemutanten 
entwickein weder exokrines noch endokrines Gewebe und besitzen keinen 
Pankreas (Jonsson et aL {1994) Nature, 371:606-609; Alnlgren et a/. (1996) 
Development, 122:1409-1416; Offield et af. {1996} Development 122:983- 
995). Der fundamentale Helix-Loop-Heiix-Transkriptlonsfaktor Neurogenin 3 
(ngn3) wird zur Spezifizierung des fruhen endokrinen Vorlaufers im Pankreas- 
Epithel ben5tigt und wird herunter reguliert, sobald eine endokrine 
Differenzierung begfnnt (Apelqvist et aL (1999) Nature, 400:877-881; Jensen 
eta/- {2000) Diabetes, 49:163-176; Gradwohl et aL (2000) Proc. Natl. Acad. 
Sci. U.S.A., 97:1607-1611). Zwei Mitglieder der Pax-Genfamilre, Pax4 und 
Pax6, sfnd wesentlich f£ir efne richtige Differenzierung von endokrinen Zeilen 
im Pankreas (Sosa-Pi'neda et aL (1997) Nature, 386:399-402; St-Onge et aL 
(1997) Nature, 397:406-409; Sanders et aL (1997) Genes Dev., 11:1662- 
1673). Beide Pax-Gene werden frQh in der Entwicklung in einem Teil der 
endokrinen Vorlauferzeilen des Pankreas-Epitiiels exprimiert, vor der 
Differenzierung der reifen Hormon-produzierenden Zeilen. Mause, denen Pax4 
fehft, scheitern darin, uberhaupt Beta-Zelleh zu entwickein und sind diabetisch, 
wahrend in Pax6 Mausemutanten die Alpha-ZellpopuJation nicht vorhanden ist- 
Nkx2,2, Nkx6,1, Nkx6,2, Isll und NeuroD zahlen auch zu den essentiellen 
Trans kriptionsfaktoren, die fOr die richtige Differenzierung und Funktion von 
Beta-Zellen erforderlich sind> 

Mehrere Tiermodeile fur die Beta-Zellregeneration deuten darauf hin, dass die 
Mechanismen, die im aduiten Organismus in die Beta-Zelldifferenzierung 
involviert sind, Shnlich sind, wie d/e Mechanismen, die wahrend der 
Embryogenese in die Beta-Zelldifferenzierung involviert sind. Gu und Savernick 
haben in transgenen Mausen, die das Interferon-Gamma (IFN-Gamma)-Gen, 
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das in pankreatischen Inseln exprimiert wird, tragen, ein Modellsystem zur 
Untersuchung der Regeneration von pankreatischen Inseln und Beta^ 
Zellregeneration etabliert. In diesem Modeil werden aus pankreatischen 
Ductuszeilen kontinuieiiich neue Inselzellen (z.B, Beta, Alpha, Delta und PP- 
Zellen) gebildet (Gu und Savernick (1993) Development, 118:33-46). Sle 
zeigen, dass d?e Ductus-Zellproliferation und die Ductus-assoziierte Insel- 
bildung in transgenen ]FN-Gamnna*M3usen die Inselbildung wahrend der 
Entwicklung rekapitullert, und die Expression der Pax4-, Pax6- und Pdxi-Gene 
erfordert. Obwohl zwischen den Genen, die in die Inselregeneration in adulten 
tierischen Organismen involvlert sind, und die in die Beta-Zelldifferenzierung 
wahrend der Embryogenese involvlert sind, eine Verbindung besteht wurde im 
Stand der Technik nicht gezeigt, dass eine Aktivierung solcher Gene in 
Stammzellen die Differenzierung in Insulin-produzierende Zellen induzieren 
kann. . 

Zusammenfassung der Erfindung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein neuartiges Verfahren zur Differenzierung 
von Stammzellen in Insulin-produzierende Zellen durch Kultivierung solcher 
Zellen in speziell definierten Medien, und optimalerweise durch Aktivierung 
eines oder mehrerer Gene, die in die Beta-Zelldifferenzierung invofviert sind. 
Die vorliegende Erfindung betrifft weiterliin Anwendungen im medizinischen 
und Diabetes-Bereich, die sich direkt aus dem Verfahren der Erfrndung 
ergeben. AuBerdem betrifft die vorliegende Erfindung Anwendungen zur 
Identifizierung und Charakterislerung von Verbindungen mit therapeutischen 
medizinischen Wirkungen oder toxikologischen Wirkungen, welche sich direkt 
aus dem Verfahren der Erfindung ergeben. 

Detailllerte Beschreibung der Erfindung 

Ehe die vorliegenden Verfahren beschrieben werden, wird klargestellt, dass 
diese Erfindung nicht auf die beschriebene besondere Methodik, die Protokolle, 
Zelllinien, Vektoren und Reagenzien beschrankt ist, da diese variieren konnen. 
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Es wird auch klargestellt, dass die Terminologie, die hierin verwendet wird, 
lediglrch dem Zweck dient, spezielle Ausfuhrungsformen zu beschreiben, und 
nicht beabsichtigt, den Umfang der vorliegenden Erfindung zu beschr3nken, 
welcher nur durch die bergefugten Anspruche begrenzt wird. Solange es ntcht 
anders angegeben ist, besitzen alle hrerin verwendeten technischen und 
wissenschaftlichen Begriffe dieseiben Bedeutungen, wie sie gemeinhin von 
einem Fachmann des Fachgebiets, das die Erfindung betrifft, verstanden 
warden. Obwoh! alle Verfahren und Materialien, die ahnlich oder aquivalent zu 
den hierin beschriebenen sind, in der Praxis oder Prufung der vorliegenden 
Erfindung verwendet werden konnen, werden nun die bevorzugten Verfahren, 
Vorrichtungen und Materiaiien beschrieben. Alle hierin erwahnten 
Publikationen werden hierin als Verweis einbezogen, urn die Zelllinien, 
Vektoren und Method! ken, Qber die in den Publikationen berichtet wird, die in 
Verbindung mit der Erfindung verwendet werden konnen, zu beschreiben und 
zu offenbaren, Nichts hierin kann als ein Eingestandnis gedeutet werden, dass 
die Erfindung nicht dazu berechtigt ist, eine solche Offenbarung durch eine 
fruhere Erfindung vorwegzunehmen. 

Ein technisches Problem, das der Erfindung zugrunde liegt, ist es, ein 
Verfahren zur Erzeugung von InsuIIn-produzierenden Zellen zur Transplantation 
in Patienten bereitzustellen, die an pankreatischen Erkrankungen leiden, so wie 
zum Beispiel, aber nicht beschrankt aufr Hyperglykamie, beeintrSchtigte 
Glucosetoleranz, Gestationsdiabetes und Diabetes mellitus. Die Losung fur 
besagtes technisches Problem wird durch die in den Anspruchen 
beschriebenen Ausfuhrungsformen erreicht. 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung Verfahren zur Differenzierung von 
Stammzellen in Insulin-produzierende Zeilen, umfassend 

(a) Aktivierung eines oder mehrerer pankreatischer Gene in eiher Stammzelle 

(b) Aggregieren der Zellen, urn Embryoid-Korper zu bilden 
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(c) Kultivieruag der Embryoid-Korper in speziellen Differenzierungsmedien, die 
die B-Zelldifferenzierung verbessert 

(d) Identifizierung und Selektion von Insulin-produzierenden Zellen und von 
pankreatrschen Zellen. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung bedeutet der Begriff 
;yStammzelle'' eine undifferenzierte oder unreife embryonale, adulte oder 
somatische Zelle, die zu verschledenen spezialisierten Zelltypen fiihren kann. 
Der Begriff Stammzellen kann embryonale StammzeHen {ES) oder primordiale 
Keimzellen (EG) humanen oder tierischen Ursprungs einschlieSen. Die 
isoiierung und Kuftur sofcher Zellen ist Fachleuten gut bekannt (Thomson etaL 
(1998) Science 282:1 145-1 147; Shannblott ef a/.(1998) Proc. Natl. Acad. Scl. 
USA 93:13726-13731: US 6,090,622; US 5,914,268; WO 0027995; 
Notarianni ef ai (1990) J. Reprod. Pert. 41:51-56; Vassllieva et aL (2000) 
Exp, Cell. Res. 258:361-373). Der Begriff ^Stammzellen" kann neurale 
Vorlauferzellen aus embryonalen, fotalen oder adulten neuralen Geweben 
einschiieSen. Die Isoiierung und Kulttir solcher Zellen ist Fachleuten. gut 
bekannt (Rao (Ed.), ,Stem Cells and CNS Development'', Humana Press Inc., 
New Jersey (2001); Fedoroff und Richardson (Eds.), ^Protocols for Neural Cell 
Culture^ Humana Press Inc., 3. Auflage, New Jersey (2001)). 

Der Begriff ^Insuirn-produzierende Zelle" bezeichnet eine Zelle, die in der Lage 
ist. Insulin zu exprlmieren, zu produzieren und zu sekretieren. 

Der Begriff „Kulturmedium" bezeichnet ein geeignetes Medium, das fahig ist, 
Wachstum und Differenzierung von Stammzellen, bevorzugt ES- und EG- 
Zellen, zu unterstutzen. Beispiele fur geeignete Kulturmedien beim Praktizieren 
der vorliegenden Erfindung werden hergestellt auf Basis von Dulbecco's 
modifizlertem Eagle-Medium (DMEM, Life Technologies), erganzt mit 15% 
hitzeinaktiviertem fotaiem KSIberserum (PCS, Gibco) und Zusatzenr so wie 2 
mM L-Grutamin (Gibco), 5x10"* IVI B-Mercaptoethanol (Serva) und 1:100 nicht 
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essentielle Aminosauren (Gibco). Ein anderes Beispiel ist ein Kulturmedium, 
das Iscove'smodifiziertes Dulbecco-Medium {IMDM, Gibco), erganzt mit 20% 
FCS, 2 mM L-Glutamin (Gibco), 1:100 nicht essentielle Aminosauren (Glbco) 
und 450 //M a-Monothioglycerol (Sigma) umfasst. Fur Routinekulturen werden 
ES-Zellen auf einer Versorgungs-Schicht aus embryonalen Fibroblasten, die 
durch eine Behandfung fQr 3 Stunden mft TOO jjg/m\ Mitomycin C Inaktlviert 
wurden, gezuchtet. 



Der Begriff ^Differenzierungsmedium'' bezeichnet ein geeignetes Medium zur 
Induktion der Differenzierung von Stammzellen in fnsulin-produzierende Zellen. 
Betspiele fur geeignete Kulturmedien beim Praktizieren der vorliegenden 
Erfindung werden hergestellt auf Basis von Iscove'smodifiziertem Dulbecco- 
Medium (IMDM, Gibco). erganzt mit 20% fotalem Kalberserum [PCS), 2 mM L- 
Glutamin, 1 : 1 00 nicht essentielle AminosSuren und 450 //M a- 
Monothioglycerol (Sigma). AuBerdem kann solch ein Medium zwischen 1 ng/ml 
und 100 //g/ml, bevorzugt 10 ng/ml epithelialen Wachstumsfaktor {EGF, 
^Epithelial Growth Factor"); zwischen 1 ng/ml und 100 fjg/m\, bevorzugt 2 
ng/ml basalen Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF, ^Basic Fibroblast Growth 
Factor"); zwischen 1 nM und 1 mM, bevorzugt 20 nM Progesteron, zwischen 
1 0 ng/ml und 1 00 //g/ml, bevorzugt 1 00 ng/ml Wachstumshormon; zwischen 
1 nM und ^OOpM, bevorzugt 5 nM Foliistatin (R&D) oder zwischen 1 und 100 
nM, bevorzugt 2 nM Activin (R&D) enthalten. Ein anderes Beispiel fQr 
geeignete KuJturmedien belm Praktizieren der vorliegenden Erfindung wird 
hergestellt auf Basis eines Gemischs aus Dulbecco'smodifiziertem Eagle- 
Medium:Nahrstoffgemlsch F-12, (DMEM/F12, Life Technologies) erganzt mit 
zwischen 100 ng/ml und 100 //g/ml, bevorzugt 5 jjg/m\ insulin, zwischen 1 
nM und 100 nM, bevorzugt 30 nM Natriumselenit, zwischen 100 ng/ml und 
500 //g/ml, bevorzugt 50 //g/ml Transferrin, zwischen 100 ng/ml und 100 
ji/g/ml, bevorzugt 5 //g/ml Ffbronectin. Noch ein anderes Beispiel fur geeignete 
Kulturmedien beim Praktizieren der vorliegenden Erfindung wird hergestellt aus 
auf Basis eines Gemischs aus Dulbecco's modifiziertem Eagle- 
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Medium:Nahrstoffgemisch F-12 (DMEM/Fl 2, Life TechnoJogies), erganzt mit 
zwischen 100 ng/ml und 100 jug/ml, bevorzugt 25 jwg/ml Insulin, zwischen 1 
nM und 100 nM» bevorzugt 30 nM Natriumselenit, zwischen 100 ng/ml und 
500 pQ/tr\\, bevorzugt 50 |/g/ml Transferrin, zwischen 100 ng/ml und 100 
fjg/ml bevorzugt 5 jt/g/ml Fibronectin, zwischen 500 ng/ml und lOOjt/g/ml, 
bevorzugt 1 fjg Laminin, zwischen 10 jjM und 500 jjM, bevorzugt 100 //M 
Putrescin, zwischen 1 nM und 1 //M, bevorzugt 20 nM Progesteron, zwischen 
100 pM und 100 mM, bevorzugt 10 mM Nicotinamid. 

Zusatzlich sind extrazelluiare Matrix (ECMj-Proterne^ so wie Laminin (zwischen 
0,5 und 1 00 //g/ml, bevorzugt 1 pg/rt\\, SIGMA) oder Collagene oder komplexe 
Gemische aus Wachstumsfaktoren und ECM-Proternen der Basaimembran 
(Matrigel R, Collaborative Research/Becton Dickinson, T:3-VerdQnnung = 
Stammldsung, Endkonzentration in den Kulturen = 1:10) enthalten, um die 
Anzahl an pankreatischen Zellen zu erhohen. sowie ihren Differenzierungs- 
status zu verbessern. 

D(3r Begriff ^terminales Differenzierungsmedium" bezeichnet ein geeignetes 
Medium zur terminalen Differenzierung von Insulin-produzierenden Zellen. 
Beispiele fur geeignete Kulturmedien beim Praktizieren der vorliegenden 
Erfindung werden hergestellt auf Basis von Jscove'smodifizi^em Dulbecco- 
Medium (JMDM, Gibco), ergSnzt mit 20% FCS, 2 mM L-Glutamin, 1:100 nicht 
essenti'eKe Amlnosauren und 450 /fM a-Monothioglycerol (Sigma). AuBerdem 
kann sofch ein Medium zwischen 1 nM und 100 //M, bevorzugt 2 nM Activrn 
A, zwischen 1 nM und 100 f/M, bevorzugt 1 nM Betacellulin, zwischen 1 
ng/ml und 100 /vg/ml, bevorzugt 10 ng/ml humanen Wachstumsfaktor (HGF, 
„Human Growth Factor"), zwischen 1 nM und 100 ;/M, bevorzugt 10 nM 
NIacinamid und zwischen 1 ng/ml und 100 //g/ml, bevorzugt 2 ng/ml 
transformierenden Wachstumsfaktor 2Beta (TGF 2Beta, ^Transforming 
Growth Factor") enthalten. 



n 0£ 102 90 025 

Der Beg riff ^pankreatisches Gen'' bezeichnet ein Gen oder sein Proteinprodukt, 
das involviert 1st in oder erforderlich ist fur die Pankreas-Entwicklung, mehr 
bevorzugt fur die Beta-Zelldrfferenzierung. Beispiele solcher Gene sind Pdx1 
(Genbank'Signatur AH0057 1 2J, Pax4 (Genbank-Signaturen XM004974, 
NM006193), Pax6 (Genbank-Signatur M93650), ngn3 {Genbank-Slgnaturen 
XM005744, NM020999, AJ1 33776), Nkx6,1 (Genbank-Signatur 
AH007313), Nkx6,2, Nkx2,2 (Genbank-Signatur AF0t9415), HB9 (Genbank- 
Signaturen XM049383, API 07457), BETA2/NeuroD (Genbank-Signaturen 
NM002500, XM002573), IsM (Genbank-Signatur NIVI002202), HNF1 -alpha, 
HNFI-beta (Genbank-Signatur X71346) und HNF3 (Genbank-Signaturen 
AF176112, API 761 11) humanen oder tierischen Ursprungs. Bevorzugte Gene 
sind Pdxl, Pax4, Pax6 und ngn3, Besonders bevorzugte Gene sind Pdxl, Pax4 
und Pax6- Jedes Gen kann einzein oder in Kombination verwendet werden. 

Der Begriff „Aktivierung eines oder mehrerer pankreatischer Gene" bedeutet 
Lieferung und Einfiihrung der pankreatischen Gene oder Proteine in 
Stammzellen, 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die cDNA eines oder mehrerer 
pankreatischer Gene unter die Kontrolle einer regulatorischen Region gesetzt, 
die die Initiation der Transkription eriaubt, und mittels Tranfektionsmethoden, 
so wie Elektroporation, Lipofection, Caiclumphosphat-vermittelt DEAE- 
Dextrane und dergleichen, in eine Zelle eingefuhrt. Solche Verfahren und 
Systeme sind Im Stand der Technik gut beschrieben und erfordern kein 
weiteres unangemessenes Experinnentieren; siehe beispielsweise Joyner, 
„Gene Targeting; A Practical Approach", Oxford University Press, New York, 
1993; Mansouri, „Gene Tragetjng by Homologous Recombination in 
Embryonic Stemm Cell, Cell Biology: A Laboratory Ha^dbook^ zweite Auflage, . 
Academic Press, 1998. Die Genexpression des pankreatischen Gens kann 
durch konstitutive Promotoren, so wie die Cytomegalie-Virus Promoter/- 
Enhancerregion oder induzierbare Promotoren, so wie das induzierbare 
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Tetracyclinsystem, sichergestellt werden* Expressionsvektoren konnen auch 
ein Selektionsmittel, so wie die Neomycin^ Hygromycin- oder Puromycin- 
Resistenzgene enthalten. Die Herstellung solcher Genexpressions-Vektoren ist 
im Stand der Technik gjt bekannt; siehe Sambrook etaL, „MoiecuIar Cloning, 
A Laboratory Manual", dritte Auflage, CSH Press, Cold Spring Harbor, 2000; 
Gossen und Bujard, (1992) Proc. Natl. Acad, Sci. USA 89:5547-5551, Ein 
DNA-Transfer kann auch unter Verwendung eines vlralen Lieferungssystems, 
so wie retroviralen Vektoren, adenoviralen Vektoren, adeno-assoziierten 
Virusvektoren und lentiviralen Vektoren, erzielt werden. 

\t\ einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform Jconnen Proteinprodukte von 
pankreatischen Genen direkt zu den Stammzellen geliefert werden. Zum 
Beisprel kann eine Proteinlieferung durch poJykationisciie Liposomen (Sells Bt 
bL (1995} Biotechniques 19:72-76), Tat-vermittelte Protein-Transduktion 
(Fawell Bt aL (1993) Proc. Natl. Acd. Aci. USA 91:664-668), und durch 
Fusiohjeren eines Proteins an das Zell-permeable Motiv, das von der PreS2- 
Domane des Hepatitis B-Virus abgeleitet ist (Oess und Hildt {2000) Gene Ther. 
7:750-758), erreicht werden. HersteHung, Produktion und Reinigung solcher 
Proteine aus Bakterien, Hefe oder eukaryotischen Zellen sind Fachleuten gut 
bekannt. 

Eine zusStziiche AusfQhrungsform der voriiegenden Erfindung betrifft efn 
Verfahren zum Aggregieren von Stammzellen, bevorzugt ES- und EG-Zellen, 
um Embryoid-Korper zu bilden, Embryoid-Korper konnen durch ein Verfahren 
mit hangenden Topfen erzeugt werden. Zum BeJspiel werden zwlschen 400- 
800 ES-Zellen, bevorzugt 600, in Tropfen von 20 fA Iscove 'smodifizlertem 
Dulbecco-Medium {IMDM, Gibco), erganzt mit 20% PCS, L-Glutamm, nicht 
essentieffen Aminosauren und a-Monothioglycerol, auf den Deckein von 
Petrischalen platziert, die mit Phosphat-gepufferter Salzl5sung (PBS) gefullt 
sind. Embryoid-K5rper werden fur 2 Tage bei 37^0 mit 5% COj in hangenden 
Tropfen kultlviert, und dann in bakteriologische Petrischalen (Greiner, 
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Deutschland) transferiert, und fur weitere 3 Tage in einer Suspensionskultur 
inkubiert. Nach 5 Tagen werden die Embryoid-Kdrper auf Gelatine-beschichtete 
24-Weli-Platten, Petrischalen oder andere geeignete KulturgefSBe ausplattiert, 
und fOr weitere 15 bis 35 Tage bei 37°Cmit 5% CO^ kultivlert. Embryoid- 
K5rper kSnnen auch in Spinner-Kulturen erzeugt werden, Zum Beisplel werden 
adharente Stammzelien enzymatisch unter Verwendung von 0,2% Trypsin und 
0,05% EDTA in PBS (Life Technologies) abgetrennt, und fn einer Dichte von 
10^ Zellen/ml in siliconisierten 250 ml-Spinner-Flaschen {Life Technologies) 
ausgesat, die 100 Kulturmedium enthalten. Nach 24 Stunden werden 150 ml 
Kulturmedrunr^ bis zu einem Endvolumen von 250 zugegeben. Die Spinner- 
Flaschen werden mit 20 rpm unter Verwendung eines RQhrer-Systems (Integra 
Biosciences) geriihrt. Solche Verfahren srnd im Fachgebiet gut bekannt, und 
kfinnen fiir eine industrielle Produktion ohne unangemessenes Experinjentieren 
maSstablich vergroBert werden. 

In einer weiteren AusfCihrungsform der Erfindung werden Embryoid-Korper auf 
Petrischalen plattiert, die Differenzierungsmedium enthalten, und es wird ihnen 
ermoglicht, sich in Zeitspannen von 15 bis 50 Tagen, bevorzugt 20 bis 25 
Tagen (rn AbhSngigkeit von den verwendeten Zelllinlen; R1 Wildtyp-Zellen 
benotigen eine langere Oifferenzlerung, urn Insulin- oder Glucagon-positive 
Zellen zu bilden, als Pdxl oder Pax4*-Zellen) in Insulin-produzierende Zellen 
zu differenzieren. Im Verfahren der Erfindung wird ein hoher Anteil an Insulln- 
produzierenden Zellen erhalten. Nach einer Differenzierungszeit von 1 5 Tagen 
betragt der Anteil von Insulin-produzierenden Zellen bevorzugt mindestens 
20%, mehr bevorzugt mindestens 40% und am meisten bevorzugt mindestens 
50%. 

Der Anteil an Insulin-produzierenden Zellen kann weiterhin durch eine Selektion 
von Nestin-posrtiven Zellen erhSht werden, Diese Selektion umfasst bevorzugt 
den Transfer von Eriibryoid-Korpern, die z.B. durch das Verfahren mit 
hangenden Tropfen erhalten wurden, in eine Suspensionskultur und ein 
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nachfolgendes Plattieren oder/und nochmaliges Plattieren auf ein geeignetes 
Mediuftir z-B, auf eine mit Poly-L-Ornithin/Laminin beschichtete Platte. Das 
Nestin-Selektionsverfahren kann zu einem weiteren Anstieg des Anteils an 
{nsulin-produzierenden ZeNen fuhren, z.B. zu einem Anteil von 70% oder mehr. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung konnen differenzierte Insulin- 
produzlerende Zellen unter Verwendung eines Verfahrens zur Selektion von 
Insulin-sekretierenden Zeflklonen aus ES-Zellen isoliert und gereinigt werden, 
durch Transfizieren von Zellen mit einem Plasmid, das die Expression eines 
Neomycin-, Hygromycin- oder Puromycin-Resistenzgens unter der Kontrolle der 
reguiatorrschen Region des humanen Insulingens eriaubt. Die Zellen kdnnen 
auch unter Verwendung einer Fluoreszenz-aktivierten Zellsortlerung (FACS) 
nach einer Farbung mit dem Hoechst-Farbstoff 33342 (Goodell etaL (1996) J, 
Exp. Med. 183:1797-1806} sortiert werden. Weitere Modifikationen der oben 
erwahnten Ausfuhrungsform der Erfindung konnen vom Fachmann leicht, ohne 
unangemessenes Experimentieren, anhand dieser Offenbarung erdacht werden. 

Eine zusatzliche Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft ein 
Verfahren zur Behandtung von Diabetes, worin einem diabetischen Patienten 
zwischen 300 und 100000 aquivalent differenzierte Insulin-produzierende 
Zelten pro Kilogramm Korpergewicht intraportal mrttels eines percutanen, 
transhepatischen Zugangs unter Verwendung einer Lokaianasthesie verabreicht 
werden. Solche chirurgtschen Techniken sind im Fachgeblet gut bekannt und 
konnen ohne jedes unangemessene Experimentieren angewendet werden, 
siehe Pyzdrowski eta/,, ^Preserved insulin secretion and insulin independence 
in recipients of islet autografts'" New England J. Medicine 327:220-226, 
1992; Hering et aL, „New protocol toward prevention of early human islet 
allograft failure" Transplantation Proc. 26:570-571, 1993; Shapiro et aL, 
Js\Bt transplantation in seven patients with type 1 diabetes mellitus using a 
glucocoticoid-free immunosuppressive regimen'', New England J. Medicine 
343:230-238, 2000, Weiterhin kann bei der Transplantation von 
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differenzierten Insulin-produzierenden Zellen auch eine Einkapselungs-Technik 
verwendet werden, wie von Lanza et aL, ^Encapsulated cell technology", 
Nature Biotech 1 4:11 07-1 111,1 996; beschrieben wird. 

Weiterhrn betrifft die Erfindung eine Zdllzusammensetzung, umfassend 
differenzierte Stammzelienr die eine Insulinproduktion zeigen, z.B. eine Insulin- 
produzierende Zelllinie, erhaltJIch durch das oben beschriebene Verfahren. Die 
Insulin-produzierenden Zellen konnen eine stabile oder eine transiente 
Expression mindestens eines Gens, das in die I5-Zelldifferenzierung involviert 
ist, zeigen, Insbesondere eines Gens, wie es oben beschrieben wird. Die Zellen 
sind bevorzugt humane Zellen, die von humanen Stammzellen abstammen. FQr 
therapeutische Anwendungen ist die Erzeugung von autologen humanen Zellen 
aus adulten Stammzellen eines Patienten besonders bevorzugt. 

Die Insulin-produzierenden Zellen der Erfindung zeigen Charakteristika, die 
naturlich vorkommenden IS-Zellen stark ahnein, Insbesondere ist das Verhaltnis 
von Insulin-produzierenden Zellen zu Glucagon-produzierenden Zellen hoch. 
Nach 15 Tagen Dffferenzierung ist dieses Verhaltnis bevorzugt mindestens 
2:1, und mehr bevorzugt mindestens 5:1. Wetterhin sind die Zellen der 
Erfindung in der Lage, schnell auf Glucose zu reagieren. Nach Zugabe von 
27,7 mM Glucose wird die' Insulinproduktion in den Zellen der Erfindung 
mindestens um einen Faktor von 2 verstarkt, bevorzugt um einen Faktor von 
mindestens 3. Weiterhin sind die Zellen der Erfindung nach einer 
Transplantation in Mause in der Lage, Blutglucose*Spiegel zu normaiisieren. 

Die Zellzusammensetzung der Erfindung ist bevorzugt eine pharmazeuttsche 
Zusammensetzung, umfassend die Zellen, zusammen mit pharmakologisch 
geeigneten Tragern, VerdQnnungsmitteIn oder/und Adjuvantien. Die 
pharmazeutische Zusammensetzung wird bevorzugt zur Behandlung von 
Diabetes verwendet. Die Verabreichung erfolgt bevorzugt durch eine 
Transplantation, wie oben beschrieben. 
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In einer welteren Ausfuhrungsform ermoglicht die vorliegende Erfindung dre 
Erzeugung von ZelJen zur Identifrzierung oder/und Charakterisierung von 
Verbindungen, die die Beta-Zelldifferenzierung, die Insulinsekretion oder die 
Reaktion auf Glucose stimulieren. Dieses Verfahren ist besonders geeignet zum 
fn vivo Testen von diagnostjschen Appl?kationen und zur Medlkamenten- 
Entwicklung oder zum Medikamenten-Screening- Die interessierende 
Verbindung wird zu differenzierten und nicht differenzierten Insulin- 
produzierenden ZeJJen zugegeben, die in geeigneten Kultursystemen, 
beispielsweise in 96- oder 384-Well-Ptatten waclisen. Die Insuhn-Spiegel in 
den behandeiten Zellen kdnnen mittels eines Enzym-lmmunassays (EUSA, 
«rEnzyme Linked Immunosorbent Assays) oder eines Radioimmunassays (RIA) 
quantlfiziert warden. Unter Verwendung dieses Verfahrens kann eine groRe 
Zahl von Verbindungen durchsucht werden, und Verbindungen, die die Beta- 
Zelldifferenzierung induzieren und die Insulin-Sekretion erhdhen, konnen 
einfach identifiziert werden. 

Bevorzugte Ausfuhrungsformen fur Hochdurchsatz-Screening- und Medium- 
Durchsatz- Valid lerungs-Verfahren sind in Figur 9 beschrieben. In einem 
Hochdurchsatz-Screening-Verfahren werden die Zellen mit einem DNA- 
Konstrukt transfiziert, z.B. einem viralen' oder nicht viralen Vektor, der ein 
Reportergen enthait, z.B. das lacZ-Gen oder das GFP-Gen, unter der 
regulatorischen Kontrolle eines Promoters eines Gens, das in die K-Zell- 
differenzierung involviert Ist, z.B. einen Promoter eines Gens, wie oben 
beschrieben, bevorzugt einen Pax4-Promoter. Die transfizierten Zellen werden 
in Aliquots aufgeteilt, und jedes Aliquot wird mit einer Testsubstanz in Kontakt 
gebracht, z.B. Kandidat \, Kandidat 2 und Kandidat 3. Die Aktivitat des 
Reportergens entspricht der Fghigkeit der Testverbindung, die K-ZeH- 
differenzierung zu Induzieren. 



9 •••• •••• 

♦ • • # • s 



OE 102 90 025 T1 



18 

In einer weiteren Ausfuhrungsform (die mit dem oben beschriebenen 
Hochdurchsatz-Screening kombimert werden kann) wird eine Medium- 
Durchsatz-Validierung durchgefuhrt. Darin wird die Testverbindung zu 
kultivierten Stammzellen zugegeben, und die Insullnproduktion wird bestimmt. 
5 Nachfolgend einem ersten Hochdurclisatz-Assay, so wie dem zellbaslerenden 
Assay, der oben skizziert wird, worin z.B. ein Pax4-Promoter als Marker fOr die 
Beta-Zellregeneration verwendet wird, wird die Aktivltat der Kandidaten- 
molekule; die Beta-Zelldifferenzierung zu induzieren, in einem Validierungs- 
Assay getestet, der die Zugabe der Verbindungen zu dem Kulturmedium der 
10 Embryoid-Korper umfasst. Die Differenzierung in Insuiin-produzierende Zellen 
wird dann bewertet, z.B. durch Vergleich mit Wildtyp- oder/und Pax4- 
exprimierenden ES-Zel!en, um die Wirksamkeit einer Verbindung 
einzuschatzen. 

15 Kurze Beschreibung der Figuren 



Figur 1: Expressionsvektoren, die das Pdxl-, Pax4-, Pax6- und ngn3-Gen 
enthalten. 



20 Die Pdxl-, Pax4-, Pax6- und ngn3- (SEQ ID Nr. 1 ,2,3,4) cDNAs wurden in den 
Expressionsvektor pACCIVIV.pLpA insetiert, der schon von Becker et ah 
(Becker et al. (1994) IVIeth. Cell Biol. 43:161-189} beschrieben wurde. Kurz, 
es wurde ein Kpn l-Bam HI-Fragment, das die Pdx1-cDNA (SEQ ID Nr. 1) 
enthielt, in die Kpn l-Bam Hl-Stellen von pACCMV-pLpA eingefuhrt, wobel das 

25 Pdxi-Gen unter die Kontrolle des CytomegaHe virus {CMVp}-Promoters gestellt 
wurde, Ebenso wurde ein Bam Hl-Hind Ill-Fragment, das die Pax4-cDNA (SEQ 
ID Nr. 2) entinielt, in die Bam Hl-Hind Ill-Stellen von pACCMV.pLpA eingefOhrt, 
wobei das Pax4-Gen unter die Kontrolle des CMV-Promoters gestellt wurde; 
ein Bam HUHind Ill-Fragment, das die Pax6-cDNA (SEQ ID Nr. 3) enthlelt, 

30 wurde in die Bam HI-HInd Hl-Stellen von pACCMV.pLpA eingefuhrt, wobei das 
Pax6-Gen unter die Kontrolle des CMV-Promoters gestellt wurde; und ein Bam 
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Hl-Xba l-Fragment. das die ngn3-cDNA (SEQ ID Nr. 4} enthielt, wurde in die 
Bam HI"Xba l-Stellen von pACCMV.pLpA eingefuhrt, wobei das ngn3-Gen 
unter die Kontrolle des CMV-Promoters gestellt wurde. Abkurzungen: B, Bam 
HI; H, Hind III; K, Kpn I; X, Xba I; Ad 5, Adenovirus Typ 5. 

Figur 2. Differenzierung von ES-Zellen in Insulin-produzierende Zellen 

Wildtyp- und Pdxi-exprimierende embryonale Stamm (ES)-zellen warden als 
Embryoid-Korper (EB, Ebs) mittels eines Verfahrens mit hangenden Tropfen 
kultiviert. Differnzierungs- und terminaies DifferenzierMngsmedium wurden 
beim Plattieren der EBs angewendet. 

Figur 3. Menge an Hormon-produzierenden ZeHen in Pdxl + differenzierten ES- 
Zellen 

Immunfluoreszenz-Uberwachung von positiven Zellen hinsichtlich Insulin, 
Glucagon, pankreatischem Polypeptid (PP) und Somatostatin nach dem 
Plattieren der Pdxl + Embryoid-Korpernr die in normalem Kulturmedium und 
Differenzierungsmedlum kuftlvlert wurden. Die Ergebnfsse sind in willkflrlichen 
Bnhejten uber die Zeit angegeben, und stellen die durchschnittliche Anzahl der 
Hormon-produzierenden Zellen in deflnierten Bereichen der Kulturschalen dar. 
Die Anzahl der Hormon-produzierenden Zellen (z.B. Insulin, Glucagon, PP und 
Somatostatin) fst hoher, wenn Embryoid-Korper in Differenzierungsmedium 
und terminalem Differenzierungsmedium kultiviert werden. 

Figur 4. Expression von Pankreas-spezifischen Genen nach Differenzierung von 
Wildtyp-, Pdxl und Pax4^-ES-Ze[Ien in Insulin-produzierende Zellen. 

mRNA-Niveaus von Pankreas-spezifischen Genen folgend einer Embryoid- 
Korperbildung mittels des Verfahrens mit hangenden Tropfen und Plattieren in 
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Differenzierungsmedium. Insulin- und Glut2-Niveaus sind in Pdxl^- und in 
Pax4*-ES-Ze«en hoher als In Wildtyp-ES-Zellen, was anzeigt, dass die 
Differenzierung effizienter ist, wenn ein pankreatisches Entwicklungs- 
kontroKgen aktiviart wird. 

5 

Figur 5. Differenzierung von Maus-ES-Zelien in Insulin-produzlerende Zellen. 

Der Anteil an Insulin-produzierenden Zellen in Wildtyp-Zellen (Rl) und in Pdxl- 
und Pax4-exprlmierenden Zellen wurde 6, 6, 10 und 15 Tage nach dem 
10 Plattieren bestimmt. 

Figur 6. Insulln-produzierende Zellen gegen Glucagon-produzierende Zellen. 

Die Expression von Insulin und Glucagon in Wiidtyp-ES-Zellen, Pdxl- 
15 exprimierenden Zellen und Pax4-exprjmierenden Zellen wurde 5, 10 oder 15 
Tage nach dem Plattieren bestimmt. 



Rgur 7. Glucose-Reaktion von Insulln-Zellen, die von Pax4-ES-Zellen abgeleitet 
sind. 

Die Insulin-Sekretion von Wildtyp- (Rl) und von Pax4-ES abgelelteten insulin- 
produzierenden Zellen wurde in Abwesenheit von Glucose und 15 Minuten 

nach Stimulation mit 27,7 mM Glucose bestimmt. 



25 Figur 8. Regulierung von Blutglucose-Spiegein in diabetischen Mausen. 

Es wurde der Btutglucose-Spiegel von diabetischen Kontrollmgusen (STZ- 
Kontrolle) und diabetischen MSusen. die ein Transplantat aus Insulin- 
produzierenden Zellen erhlelten, die von Pax4-ES-Zellen abgeleitet waren, 
30 bestimmt. 
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Figur 9. Medikament-Screening-Strategien. 



Es werden ein Hochdurchsatz-Screening- und ein Medium-Durchsatz- 
Vaildierungs-Verfahren fur drei Testverbindungen gezeigt. Ein anfSngliches 
5 Hochdurchsatz-Screening wird unter Verwendung von Pax-Promotoren als 
Reporter fur die Beta-Zelldifferenzterung in einem Zellassay durchgefuhrt. 
Postive Kandidaten werden dann in einem Medium-Durchsatz-Assayi der 
Embryoid-Korper einbezieht, vafidiert. Die Verbindungen werden in 
verschiedenen Kulturstadien auf deren Potential getestet, die Bildung von 
10 Insulin-produzierenden Zellen zu induzieren* 

Frgur 10. Verfahren der Differenzierung von ES-Zellen in Insuiin-produzierende 
Zellen unter Verwendung von Kulturbedingungen, die die Bildung von Nestrn- 
positiven Zellen begunstlgfsn. 

15 

Figur 11. Differenzierung von Nestin-positiven Maus-ES-Zellen in Insuiin- 
produzierende Zellen. 



20 BEISPIELE 

Ein besseres Verstandnis der vorliegenden Erfrndung und ihrer vieien Vorteile 
wird sich aus den folgenden Beispielen ergeben, die zur Veranschaulichung 
dienen. 

25 

Beisplel 1: Erzeugung von ES-Zellen, die das Pdxl- oder Pax6-Gen exprimieren. 

Die Maus-RI -ES-Zellen {Nagy et aL (1993) Proc- Natl. Acad. Sci. USA 
90:8424-8) wurden mit dem Pax6- oder dem Pdxl -Gen unter der Kontrolle des 
30 CMV-Promoters (siehe Figur 1) und mit dem Neomycin-Resistenzgen unter der 
Kontrolle des Phosphoglycerat-Kinase l-Promoters (pGK-1) elektroporiert. Die 
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ES-Zellen warden in Dulbecco 's modifiziertem Eagle-Medium (DMEM, Life 
Technologies}, das 4,5 g/I Glucose, 10"* M Beta-Mercaptoethanol, 2 nM 
Glutamin, 1% nicht essentielle AminosSuren, 1 nM Na-Pyruvat, 15% FCS und 
500 U/ml des Leukamie-inhibltorischen Falctors {LIF, ^Leukemia Inhibitory 
Factor"), enthielt. Kurz, es wurden ungefShr 10' ES-Zellen in 0,8 ml Phosphat- 
gepufferter Salzlosung (PBS), die 25 //g/ml des linearrsierten Expressions- 
vektors enthielt, resuspendiert, und mit einem Impuls von 500 j[/F und 250 
Volt bei Raumtemperatur unter Verwendung eines Gene Pulser 
Eiektroporations-Apparats (BioRad) elektroporlert. Fiinf Minuten nach der 
Elektroporation wurden die ES-Zellen auf 8,5 cm Petrischalen ausplattiert, die 
fibroblastische Versorgungs-Zellen enthielten, die zuvor durch eine Behandlung 
fur 3 Stunden mit lOOjC/g/mJ Mitomycin C inaktiviert wurden. Einen Tag nach 
der Elektroporation wird das Kulturmedium gegen ein Medium, das 450 //g/ml 
G418 enthgit, gewechselt. Resistente Klone wurden separat isoliert und 14 
Tage ab Anwendung des Selektionsmediums kultiviert. Die Zellen werden 
immer ber 37*^0, 5% COj kultiviert. 

Beispiel 2: Differenzierung von ES-ZelEen in Insulin-produzierende Zellen. 

Die ES-ZelJIinie R1 (Wildtyp, wt) und ES-Zellen, die konstitutiv Pdxl (Pdxl +) 
exprimieren, wurden als Embryoid-K5rper [EB, EBs} mittels des Verfahrens mit 
hangenden Tropfen kultiviert (Figur 2). Kurz, es wurden ungefahr 600 Zellen in 
Tropfen von 20 //I Medium platziert, das zusammengesetzt war aus Iscove's 
modifiziertem Dulbecco-Medium (IMDM, Gibco), erganzt mit 20% FCS, L- 
Glutamin, nicht essentiellen Amincsauren und Alpha-Monothioglycerol (Sigma, 
Steinheim, Deutschland; Endkonzentration 450 ;;M), Die Tropfen wurden auf 
den Deckein von Petrischalen platziert, die mit Phosphat-gepufferter 
Salzlosung (PBS) gefullt waren. Die Bildung von EBs wurde in den Kulturen mit 
hangenden Tropfen fur 2 Tage ermoglicht, die Ebs wurden dann fur drei Tage 
in Suspensionskulturen in bakteriologische Petrischalen (Greiner, Deutschland) 
transferiert. An Tag 5 wurden die EBs separat auf Gelatine-beschichtete 24- 



Well-Platten ausplattiert, die ein Differenzierungsmedium enthielten, das auf 
Basis von Iscove modiflziertem Dulbecco-Medium (IMDM, Gibco) hergestellt 
war, erganzt mit 20% FCS, 2 mM L-Giutamin, 1:100 nicht essentieire 
Aminosauren, 450 fM a-Monothioglycerol (Sigma), 10 ng/ml epithelialen 
Wachstumsfaktor (EGF, ^Epithelial Growth Factor*, R&D Research), 2 ng/ml 
basalen Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF, „Baslc Fibroblast Growth 
Factor'', R&D Research), 20 nM Progesteron {R&D Research), 100 ng/ml 
humanes Wachstumshormon (HGH, ^Human Growth Hormone", R&D 
Systems) und 5 nM Follistatin {R&D Systems) oder/und 2 nM humanes Activin 
A (R&D Systems). Die Zellen wurden fur 15 bis 40 Tage in dem 
Differenzierungsmedium kultivlert. Urn die Differenzierungskapazitat zu 
verst3rken, kann eIn terminaies Differenzierungsmedium in den Stadien 
zwischen 5 und 20 Tagis nach EB-Hattlerung angewendet warden, 

Beispiel 3: Hormonale Expression in differenzierten ES-Zellen. 

Die Expression von Insulin, Glucagon, Somatostatin und pankreatischem 
Polypeptid (PP) wurde mittels Immunfluoreszenz in differenzierten wt- und 
Pdxl +-ES-Ze]len Qberpruft. Die immunfluoreszenz wurde gemafi den 
Standardprotokollen durchgefuhrt (siehe Wobus a/.: Jn Vitro Differentiation 
of Embryonic Stem Cells and Analysis of Cellular Phenotypes, In: Tymms, M J- 
und Kola, I. (Eds.) Gene Knockout Protocols, VoL 158, Methods in Molecular 
Biology*', Humana Press, Totowa, New Jersey, 2001)- Kurz, es wurden 
differenzierte wt- oder Pdxl +-ES-Zellen auf Deckglaschen angazogen und 
zweimal mit PBS gewaschen und mit Methanol :Aceton 7:3 fur 10 Minuten bei 
-20°Cfixiert. Die folgenden Antikorper wurden verwendet: Maus Anti-Insulin 
(Sigma-Aldrich Co.), Kaninchen Anti-Glucagon (Dako Corporation), Kaninchen 
Anti-Somatostatin (Dako Corporation), Kaninchen Anti-PP (Dako Corporation) 
wurden als primarer Antikorper verwendet, wahrend Fluorescein (DTAF)- 
kunjugierte Ziege-Anti-Maus-IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories) und 
Cy^™-kon]ugierte Ziege-Anti-Kaninchen-IgG (Jackson ImmunoResearch 
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Laboratories) als sekundarer Antikorper verwendet wurden. In dieser Studie 
wurde eine doppette Immunfarbung durchgefuhrt, und die folgenden Paare von 
Antikorpern wurden verwendet: Anti-Insulin und Anti-GIucagon; Anti-Insulin 
und Anti-Somatostatin; Anti-Insulin und Anti-PP. Die Zellen wurden mit einem 
Fluoreszenz-Mikroskop Optiphot-2 {Nikon) und einem confokalen Laser- 
Scanning-Mikroskop (CLSM) LSM-410 (Cari Zeiss) analysiert. Differenzierte 
wt-ES-Zellen coexprlmieren Insulin, Glucagon, PP und Somatostatin, was 
darauf hindeutet, dass die Zellen keine Reifung In Zellen durchgemacht haben, 
die einzetne Hormone produzieren, Aber differenzierte Pdxl + -Zellen 
exprimieren entweder Insulin oder Glucagon, aber kaum beide Hormone zur 
glelchen Zeit was zeigt, dass solche Zellen eine Reifung in Zellen erreichen, 
die einzeine Hormone produzieren. Die Anzahl der HormOn-produzierenden 
Zellen ist hoher, wenn Pdxl +-ES-ZeIlen in einem Differenzierungsmedium 
kultiviert werden (siehe Figur 3], was veranschauficht, dass eine 
Differenzierung in Insulin-produzierende Zellen effizlenter ist, wenn ein 
pankreatisches Entwicklungs-Kontrollgen in einer Stammzelle (z.B. ES) 
exprimiert wird, und wenn solche Zellen in einem Differenzierungsmedium 
kultiviert werden. 

Beispiel 4: Expression von Pankreas-spezifischen Genen nach Differenzierung 
von ES-Zellen in Insulin-produzierende Zellen. 

Die Expressions-Niveaus von Pankreas-spezifischen Genen wurden mittels 
einer semi-quantitativen RT-PCR- Analyse gemessen. Differenzierte Wildtyp-, 
Pdx-1 "^^ und Pax4^-Zellen, die nach der Embryoid-Korperbildung (5d) und 2, 7, 
10, 15, 21 und 24 Tage nach dem Plattieren (5 + 2d, +7d, +10d, +15d, 
4-21d, +24d) gesammelt wurdeni wurden in Lysepuffer (4 M Guanidinium- 
thiocyanat, 25 mM Natriumcitrat, pH 7; 0,5% Sarcosyl, 0,1 M Beta- 
Mercaptoethanol) suspendiert. Die Gesamt-RNA wurde mitteis der von 
Chomczynski und Sacchi (Chomczynskr und Sacchi (1987) AnaL Biochem, 
162:156-159) beschriebenen Einzelschritt-Extraktionsmethode isollert. mRNA 
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wurde unter Verwendung von PolyT-Schwanz Oligo ddlig-Primer {Perkin 
Elmer) revers transkribiert, und die resultierende cDNA wurde unter 
, Verwendung von Oligonukleotid-Primern amplifiziert, die kompfementar zu und 
identisch mit den Transkripten der folgenden Gene waren: GLUT2 (SEQ ID Nr. 
9 und 10; Annealing-Temperatur 60 '^'C fur 40 Zyklen, erwartete Fragment- 
groSe 556 bp), Insulin (SEQ ID Nr. 11 und 12; Annealing-Temperatur 60^Cfur 
40 Zyklen, erwartete FragmentgroSe 340 bp), ngn3 (SEQ ID Nr. 13 und 14; 
Annealing-Temperatur SO^Cfur 40 Zyklen, erwartete FragmentgroSe 514 bp), 
Pdx-1 {SEQ ID Nr. 15 und 16; Annealing-Temperatur 60°C fiir 45 Zyklen, 
erwartete FragmentgroKe 230 bp) und isll (SEQ ID Nr. 17 und 18; Annealing- 
Temperatur 60 fur 40 Zykien, erwartete FragmentgroBe 514 bp). Das 
Housekeeping-Gen Beta-Tubulin (SEQ ID Nr. 19 und 20; Annealing- 
Temperatur: 60*^0 fur 28 Zyklen, erwartete FragmentgroBe 317 bp) wurde als 
interner Standard verwendet. Die reverse Transkription (RT) wurde mit MuLV 
reverse Transkriptase {Perkin Elmer) durchgefuhrt. Die Multiplex-PCRs wurden 
unter Verwendung von AmpliTaq DNA-Polymerase (Perkin Elmer) 
durchgefuhrt, wie in Wobus Bt aL, 1997, beschrieben. Kurz, es wurden RT- 
Reaktionen (20 //I) mit der MuLV reversen Transkriptase durchgefuhrt. 
Separate PCRs unter Verwendung von Primern der analyslerten Gene oder 
Primer des Housekeeping-Gens Beta-Tubulin wurden mrt 3 fj\ der RT-Produkte 
durchgefuhrt. 

Die mRNA-Niveaus der Gene, die fur Pax4 und Insulin codieren, wurden unter 
Verwendung des „Dynalbeads mRNA DIRECT Mikro-Kits*' (Dynal) gemaS den 
Anweisungen des HersteJIers analysiert. 

Ein Drittei jeder PCR-Reaktlon wurde mittels Elekrophorese auf 2%igen 
Agarose-Gelen, die 0,35 fjg/ml Ethidiumbromid enthlelten, aufgetrennt- Die 
Gele wurden mit UV-Licht beleuchtet, und die Ethidiumbromid-Fluoreszenz- 
signale der Gele wurden mit dem E.A.S.Y.-System (Herolab) gespeichert und 
finit^jJer TlNA2,08e-Software (Raytest IsotopenmeiSgerate GmbH) analysiert. 
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Die IntensHat der Ethidiumbromid-Fluoreszenzsignale wurde aus der Kurve 
unter jedem Peak bestimmt, und die Daten der Zieigene wurden a!s 
prozentuale Anderung im Bezug auf die Expression des Housekeeping-Gens 
Beta-Tubulin aufgetragen. 

5 

Die Ergebnisse zeigen, dass ]\4arker fur eine Beta-Zelidlfferenzierungsfunktion 
in differenzierten PdxT"- und Pax4*- ES-Zellen auf einem h6heren Niveau 
exprimiert wurden, als in differenzierten Wildtyp-ES-Zellen, was zelgt, dass 
eine Aktivierung eines pankreatischen Entwicklungs-Kontrollgens die 

10 Differenzierung effizienter werden lasst, als bei Wlldtyp-ES-Zeilen (Figur 4). Die 
Expression von GLUT2 In differenzierten Stammzellen deutet darauf hin, dass 
Hormon-produzierende Zellen in der Lage sind, auf Glucose zu reagieren. 
Au&erdem werden Gene, die in eine frOhe endodermale/pankreatische 
Voriaufer-Zellspezlfizierung Involviert sind, so wis ngn3 und Isll, In Pdx-1*- 

15 und Pax4-' -ES-Zellen herunter reguliert sind, was mft in vivo Daten 
ubereinstimmt, nach denen solciie Zellen zu Zellen gereift sind, die ein 
einzelnes i-lormon produzieren. 



Beispiel 5: Honnonale Expression von differenzierten ES-Zellen, die Pdxl und 
20 Pax4 exprlmieren 

Urn das Potential einer pankreatischen Entwlcklungskontrolle zu studieren, eine 
Beta-Zelldifferenzlerung in vitro zu Induzleren, liaben wir stabile embryonale 
Stammzellen {ES) der Maus hergestellt, die das Pax4- Oder Pdxl -Gen unter der 

25 Kontrolle der fruhen Cytomegalievirus (CMV) Promoter/Enhancer-Region (siehe 
Figur la, b) exprimieren. Die CMV-Pax4- und CMV-Pdxi-Transgene wurden in 
ES-Zellen mittels Elektroporation eingebraclit, ein Verfahren, das im Facligebiet 
gut bekannt 1st, sieiie zum Beispiel Joyner, »Gene Targeting: A Practical 
Approach", Oxford University Press, New York, 1993; IWansouri „Gene 

30 Tergeting by Homologous Recombination in Embryonic Stemm Cell, Cell 
Biology: A Laboratory Handbook", zweite Auf lage. Academic Press, 1 998). 
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Pax4-, Pdxl- und W5ldtyp-ES-Zellen wurden dann in hangenden Tropfen oder 
Spinnerkulturen kultiviert, urn die Bildung von Embryoid-Korpern zu 
ermoglichen. Die Embryoid-K6rper wurden nachfolgend ausplattlert, und in 
einem Differenzierungsmedium kultiviert, das verschiedene Wachstums- 
5 faktoren enthielt. Unter solchen Bedingungen konnen Insulin-produzierende 
Zellen in Pdxl- und Pax4-exprimierenden Zellen sechs Tage nach dem 
Piattieren {Figur 5) detektiert werden. Im Vergleich dazu enthalten Wlldtyp-ES- 
Zellen im gleichen Stadium keine Insulin-produzierenden Zellen. Zehn Tage 
nach dem Piattieren waren 12% der Pdxl- und Pax4-exprinnierenden Zellen 

10 positiv hinsichtlich Insulin, wShrend die ersten Insulin-produzierenden Zellen in 
Wildtyp-ES-Zellen beobachtet wurden. An Tag 1 5 nach dem Piattieren waren 
bis 2U 60% der Pax4-ES-ZeIlen positiv hinsichtlich Insulin, verglichen mit 22% 
der Pdx1-ES-Zellen und 6% der Wiidtyp-ES-Zellen, Diese Daten zelgen, dass 
Pax4, und in gewissem AusmalS Pdxl, verglichen mit Wildtyp-ES-Zellen die 

15 Differenzierung von ES-Zeilen in Insulin-produzlerende Zellen deutlich fordern 
und verstarken kann. 



Die Expression von Pax4 beeinflusst auch den Differenzlerungsstatus der 
Insulin-produzierenden Zelle. Wlihrend der Embyrogenese coexprimieren die 

20 ersten Hormon-produzlerenden Zellen, die Im sich entwiolcelnden Pankreas 
auftauchen, sowohl Insulin als auch Glucagon. Diese Zellen differenzieren 
nachfolgend und reifen zu Zellen, die ein einzelnes Hormon produzieren* In 
einer ahnlichen Art und Weise coexprimieren alle Insulin-produzierenden Zellen, 
die aus WrIdtyp-ES-Zelfen erhalten werden, auch Glucagon, was darauf 

25 hindeutet, dass eine Differenzierung der Zellen in einem nicht ausgereiften 
Stadium zum Stillstand kommt (Figur 6)- Solche Zelien besitzen hochst- 
wahrscheinlich einen geringen therapeutischen Wert, da Insulin und Glucagon 
einen entgegengesetzten Effekt auf Blutglucose-Spiegel In einem Organismus 
besitzen. Aber in Pax4-ES-Zellen werden Zellen, die einzig Insulin produzieren, 

30 in wesentlichen Mengen gebildet (Rgur 6). Insulin- und Glucagon- 
coexprimierende Zellen werden in geringen Zahlen entdeckt, und 
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reprasentieren hochstwahrscheinlich einen laufenden Differenzierungsprozess 
innerhalb der Kulturen. Diese Beobachtung zeigt, dass Pax4 die Differenzierung 
von Insulin-produzierenden Zellen, die reifer sind, als die Zellen, die in Wildtyp- 
ES-Zellen beobachtet werden, induziert und verstSrkt. 

5 

Beispiei 6: Funktionelle Charakterisierung der differenzierten Insulin- 
produzierenden Zellen. 

Eine wichtige Eigenschaft von Beta-Zellen ist eine Insulinsekretion, die auf 
10 Glucose reagiert. Um zu testen, ob die von Pax4 abgeleiteten Insulin- 
produzierenden Zellm diese Glucosereaktions-Eigenschaft besaKen, wurde mit 
den differenzierten Zellen in vitro ein Glucosereaktions-Assay durchgefQiirt. 
Kurz, es wurden zwischen 10 und 14 Embryoid-Korper in 3 cm Petrischalen 
kultiviert, die das oben erwahnte Differenzierungsmedium enthielten. Am Tag 

15 des Assays wurde das Differenzierungsmedium entfernt, und die Zellen 
wurden 3 Mai mit einem Krefas-Ringer-Bicarbonat-Hepes-Puffer {KRBH; 118 
mM NaCI, 4,7 KCI, 2,5 mM CaCI^, 1,2 mM KH2PO4, 1,2 mM MgSO^, 24,6 
NaHCOs, 10 mM Hepes, 2 mg/ml BSA) gewasclien. Die Zellen wurden dann 
fOr 45 min bei 37^C in 750 fA KRBH inkubiert. Das KRBH wurde dann zur 

20 Messung der basalen Insuiinsekretion aufbewahrt, und 750 //I KRBH, 
enthaltend 27,7 mM Glucose, wurden zu den Zellen zugegeben. Nach 1 5 
Minuten Inkubation bei 37 wurde das KRBH zur Messung der Glucose- 
induzierten Insuiinsekretion von den Zellen entfernt. Die Insulin-Spiegel wurden 
bestimmt durch einen Enzymimmunassay (ELISA, ^Enzyme-Linked 

25 Immunosorbent Assay'') fur Mauseinsulin (Mercodia), durchgefuhrt gemSB den 
Empfehiungen des Herstellers, Ein alternatives Medium fur eine richtige Insulin- 
Abgabe basiert auf DMEM mit einer Glucosekonzentration von 1 g/l (Gifaco), 
erganzt mit nicht essentiellen Aminosaufen (Gibco, Stammlfisung 1:100) und 
zusatzlichen Faktoren, die oben erwahnt slnd, Solch ein Medium kann von 1 

30 bis 6 Tage vor Gebrauch der Zeflen angewendet werden. 
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EIne basale Insulrnsekretion wird beobachtet, wenn sowohl Wildtyp- als auch 
von Pax4-ES abgeleitete Insulin-produzierende Zellen in Abwesenheit von 
Glucose kuftiviert warden (Ffgur 7). Aber nur die von Pax4-ES abgeleiteten 
InsuHn-produzierenden Zellen reagieren auf eine Glucosestlmullerung. In 
Gegenwart von Glucose wird in von Pax4-ES abgelerteten Insulrn- 
produzierenden Zellen ein funffacher Anstieg der Insulinsekretion gesehen. Von 
Wildtyp-ES abgeleitete Insulin-produzierende Zellen reagieren nicht auf 
Glucose. 

Beispiel 7: Transplantation der von Pax4-E5 abgeleiteten insulin- 
produzierenden Zellen in diabetischa STZ-Mause. 

Das therapeutische Potential der von Pax4-ES abgeleiteten Insulin- 
produzierenden Zellen, Diabetes zu bessern oder zu heilen, wurde durch 
Transplantation der Zellen in Mause mit einer durch Streptozotocin induzierten 
Diabetes untersucht. Streptozotocin fst ein Antibiotikum, welches auf Beta- 
Zellen cytotoxisch wirkt, wenn es in einer bestlmmten Dosis verabreicht wird 
(siehe Rodngues et qL: ^Streptozotocin-induced Diabetes", in McNeill (EdJ 
^Experimental Models of Diabetes", CRC Press LLC, 1999). Seine Wirkung ist 
schnell, wobei ein Tier innerhalb von 48 Stunden schwer diabetisch geniacht 
wird. 

Nicht hungernde, mannliche BalbC-Mause, wurden mit 170 mg/Kg 
Korpergewicht STZ behandelt. Unter sofchen Bedingungen entwickelten 17 
Kontroll-Mause 6 Tage nach der ST2-Behandlung eine Hyperglykamie. Die 
Mause wurden als diabetisch angesehen, wenn sie fur mehr als 3 aufeinander 
folgende Tage einen Blutglucose-Spiegel uber 10 nnMol/l besaBen. Eine Maus 
reagierte nicht auf die STZ-Behandiung. Erh6hte Blutglucose-Spiegel variierten 
deutlich zwischen den Tieren und zwischen den Tagen. Dies lasst auf Diabetes 
schlieden, da die Tiere ihre Blutglucose nicht regulieren konnen, Zellen wurden 
unter die Nierenkapsel und in die Milz von Tieren transplantiert. Kurz, die 
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Mause wurden durch eine intraperitoneale Injektion von 15 /Afg Korpergewicht 
Avertin (2,5% Tribromethylalkoholitertiarer Amylalkohol) anasthesiert. Die 
Niere und die Milz wurden durch einen Lumbalschnitt freigelegt, und die Zellen 
wurden unter Verwendung einer stumpfen 30G-Nadel in jedes Gewebe 
transferiert. 

Die Transplantation von Zeilen unter die Nierenkapsel und in die iVlilz wurde 
24-48 Stunden nach der STZ-Behandlung durchgefuhrt. 8 Tiere wurden mit 
zwischen 1x10* und 5x10^ von Pax4-ES abgeteiteten Insuim-produzierenden 
Zellen transplantiert. 4 von 8 transplantierten Mause verstarben aufgrund des 
chirurgischen Eingriffs. Von den 4 Tieren, die uberlebten, entwickeite keines 
eine Diabetes, verglichen mit den STZ-behandelten Kontrolitieren (FIgur 8). Die 
Gegenwart der Insulin-produzierenden Zellen wurde durch eine immun- 
histologische Analyse des transplantierten Gewebes bestatigt. Diese 
Ergebnisse zeigen, dass die transplantierten Zellen die Blutglucose in 
diabetischen TIeren normalisieren konnen. 

Belspiel 8: Differenzierung von ES-Zellen in Insulin-produzierende Zellen unter 
Verwendung von Kulturbedingungen, die die Bildung von Nestin-positiven 
Zellen begunstigen. 

Fiir eine Differenzierung von Nestin-positiven Zellen wurden Maus-ES-Zellen fur 
2 Tage in hangenden Tropfen (100, 200 oder 400 Zellen/Tropfen) kdtiviert, 
urn Embryoid-Korper zu bilden (EBs; Figur 10). Die EBs wurden dann in 
bakteriologische Petrischalen {Greiner, Deutschland) transferiert, und fiir 
weitere 2 Tage in Iscove'sModifikation von DMEM (IMDIVI; Gibco), kultiviert, 
enthaltend 20% FCS und Erganzungen, wie beschrieben (Rohwedel et ai 
{1 998), Dev. Biol. 201 (2):1 67-1 84), mit der Ausnahme, dass Beta- 
Mercaptoethanol durch 450 mM Aipha-Monothioglycerol (Sigma, Steinheim, 
Deutschland) ersetzt wurde. Zwischen 20 und 30 EBs wurden an Tag 4 auf 
Gewebekulturschalen {Durchmesser 6 cm) ausplattiert, und fur 24 Stunden in 
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IMDM ku/tjviert, das mit 20% FCS erganzt war. Die Selektion von Nestin- 
positiven Zellen wurde gemSfi des Verfahrens ausgefOhrt, das von Okabe und 
Kollegen (Okabe ef a/., 1996, Mech. Dev, 59:89-102) beschrleben wurde, mit 
folgenden Modifikationen: Nach dem Anheften der EBs (Tag 4+1) wurde das 
Medium gegen ein B1 -Medium ausgetauscht, das auf Basis des Dulbecco's 
modifizierten Eagle-Mediums:Nahrstoffgemischs F-12 (DMEM/F1 2, Life 
Technologies) hergestellt wurde, erganzt mit 5 mg/ml Insulin, 30 nM 
Natriumselenit (beide von Sigma), 50 mg/ml Transferrin und 5 mg/ml 
Fibronectin (beide von Gibco). Das Bl-Kulturmedlum wurde alle 48 Stunden 
wieder aufgefQIIt. Nestin-positive Zellen wurden nach einer Kultivierung fOr 7 
Tage ( = 4 + 7d) selektiert. An Tag 4+8 wurden die EBs mit 0,1% Trypsin 
(Glbco)/0,08% EDTA (Sigma) in Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) (1:1) 
fur 1 Min aufgetrennt, durch Zentrifugation gesammelt, und wieder ausplattiert 
auf mit Poly-L-Ornithin/Laminin beschichtete Gewebekulturschalen, die ein 82- 
Medium enthielten, hergestellt auf Basis von DMEM/F12, erganzt mit 10% 
FCS; 20 nM Progesteron; 100 mM Putrescin; 1 mg/ml Laminin (alie von 
Sigma); 25 mg/ml Insulin; 50 mg/ml Transferrin; 30 nM Natriumselenit; B27- 
Erganzung und 10 mM Nicotinamld. Dieses Medium wurde nach 24 Stunden 
durch ein B2-Medlum ohne FCS ersetzt. An Tag 20 nach Plattieren sind 
>75% der Pax4-ES-Zellen positrv hinsichtlich Insulin, verglichen mit 20% der 
Wildtyp-ES-Zellen (Figur 11). 

Alle Pubiikationen und Patente, die in der obigen Beschreibung erwahnt 
werden, sind hierin als Bezugnahme eingeschlossen. Verschiedene 
Modifikationen und Variationen des beschriebenen Verfahrens und Systems 
der Erfindung werden fur Fachleute offensichtlich sein, ohne vom Umfang und 
Geist der Erfindung abzuweichen- Obwohl die Erfindung in Verbindung mit 
speziellen bevorzugten AusfOhrungsformen beschrleben wird, wird klargestellt, 
dass die beanspruchte Erfindung nicht auf unangemessene Weise auf solche 
Ausfuhrungsformen beschrankt wird. AJIerdings ist beabsichtigt, dass 
verschiedene Modifikationen der beschriebenen Ausfuhrungsarten der 
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Erfindung, welche fur den Fachmann auf dem Gebtet der Molekularbiologie 

Oder verwandten Gebi'eten offensichtlich sind, im Umfang der folgenden 
Anspruche enthalten sind. 
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Sequenzprotokoll 

<110> Z}«veloGen A.«G. 
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<i20> Verfahren zur Differenzierung von Stammzellen in 
Insulin-produzierende Zellen 

<a3o> insulin-ES-Zellen 

<140> 
<141> 

<160> 20 

<170> pateatXn Ver. 2-i 

<210> 1 

<2X1> 1122 

<212> DdA 

<213> Uiis muaculud 

<220> 

<221> CDS 

<222> C54}.,O05) 

<400> 1 

cctgffctfcgt; agctccgacc cggggctgct ggccccaagi: gccggctgcc acc atg 56 

1 

aac agt gag gag cag tac tac gcg gcc aca cag etc tae aag gao ccg 104 
Asa Ser Glu GXii Gin Tyr Ty^ Ala Ala Vbx Gla l.«u Tyr Lys Asp Paro 

5 . 10 . ■ 15 . - 

tgc gca ttc cag agg ggc ccg gtg cca gag ttc age get aac ccc cct 152 
Cys Ala Pic Gla A^ Gly Pro Vai Pro Glia Pha Sar Ala Asa Pro Pro 
20 25 30 

gcg tgc ctg tae atg ggc cge cag ccc cca cct ccg ccg cca ccc cag 300 
Ala Cys Leu ^yr Met Gly Arg Gla Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Gla" 
35 40 45 

ttt aca age teg ctg gga tea ctg gag cag gga agt cct ccg gac ate 248 
^he Tlxr Sar Ser Leu Gly Ser Leu Glu Gla Gly Ser Pro Pro Asp He. 
50 55 SO 65 

tec cca tac gaa gtg ccc ccg etc gcc tec gac gac ccg get ggc get 296 
Ser Pro Tyr Glu Val Pro Pro Leu Ala Ser Asp Asp Pro Ala Gly Ala 



1 



70 75 ao 

cac etc cac cac cac ctt cc2a yet cag etc ggg etc gcc cat cca cct 344 
His Leu Eis Hia Hi« Leu Pro Ala Gin Leu Gly Lau Ala His Pro Pro 
85 90 95 

ccc gga cct ttc ccg aat gga ace gag set ggg ggc ctg gaa .gag ccc 352 
Pro Gly Pro Plia Pro Asn Gly 'Thr Glu Pro Gly Gly Leu Glu Glu Pro 
100 105 110 

js-ac cgc gtc cag etc Gct ttc ccg tgg atg aaa tec acc aaa get cac 440 
Asn Arg Val Gla Lau Pro Pba Pro Tip Mat Lys Ser Tlir Lya Ala Hia 
115 120 125 

ffcg tgg aaa ggc cag tgg gca gga ggt gct tac aca srcff gaa ccc gag 488 
Ala Trp Lys Gly Cln Trp Ala Gly Gly Ala Tyr Thr Ala Glu Pro Glu 
130 135. "0 145 

gaa aac aag agg acc cgt act gee tac acc egg gcg cag ctg ctg gag 535 
Glu Asn Lys Arg T5ir Arg Thr Ala Tyr aair Arg Ala Gin Leu Leu Glu 
150 155 150 

ctg gag aag gaa ttc tta ttt aac aaa tac ate tec egg ccc cgc egg 584 
Leu Glu Lys Glu Phe Leu Phe Asa Lys Tyr lie Ser Arg Pro Arg Arg 
155 170 175 

gtg gag ctg gea gtg atg,ttg aac ttg acc gag aga cac ate aaa ate S32 
val Glu Leu Ala Val Met Leu Asn Ireu !C2ir Glu Arg- His lie Lys lie 
ISO 185 ISO 

tgg ttc caa aac cgt cgc atg aag tgg aaa aaa gag gaa gat aag aaa S80 
^Kcp Phe Gin Asa Arg Arg Ket Lys Txp Lys Lys Glu Glu Asp Lys Lye 
195 200 - . 205 

cgt agt age ggg ace ccg agt ggg ggc ggt ggg ggc gaa gag ccg gag .728 
Arg- Ser Ser Gly Thr Pro Ser Gly Gly Gly Gly Gly Glu Glu Pro Glu 
210 215 220 225 

caa gat tgt gcg gtg acc teg ggc gag gag ctg ctg gca gtg eca ccg 775 
Gla Asp Cys Ala Val Thr Ser Gly Glu Glu Leu Leu Ala Val Pro Pro. 

230 235 240 



ctg cca cct ccc gga ggt gcc gtg ccc cca ggc gtc cca gct gca gtc 
Leu Pro Pro Pro Gly Gly Ala Val Pro Pro Gly Val Pro Ala Ala Val 
245 250 255 

egg gag ggc eta ctg cct teg ggc ctt age gtg teg cca cag ccc tec 
Arg Glu Gly Leu Leu Pro Ser Gly Leu Ser Val Ser Pro Gin Pro Ser 



824 



872 



2 
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260 



2€£ 270 



age ate gcff cca ctg cga ccg cag gaa ccc egg tgaggacagc agtctgaggg 925 
Sar Il« Ala ?ro Leu Arg Pro Gin Clu Pro Arg 
275 290 

tgagcgggte tgggacccag agtgtggacg tgggagcggg cagctggata agggaactta 985 
acctaggegt cgeacaagaa gaaaattcttt gagggcaega gagccagttg gatagccgga 1045 
gagatgetgc gagcttctgg aaaaacagcc etgagcttct gaaaactttg aggetgcttc 1105 
tga^gceaag ctaatgg 2,X22 



<210> 2 

<211> 284 

<212> ?aT 

<213> ttus nusculua 

<40a> 2 

Mat Astt Sar 61u Glii Gla Tyr !Cyr Ala Ala Thr Gin Leu !Eyr Lya Asp 
1 5 - " 

Pro Cys Ala Pha Gin Arg Gly Pro Val pro Glu Plie Ser Ala Asa Pro 
20 25 30 

Pro Ala Cys hm Tyr Met Gly Arg Gin Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro 
35 40 ^5 

Gin PJie 'Shxr Ser Ser Leu Gly Ser Leu Glu Gla Gly Ser Pro Pro Asp 
50 -55 SO 

lie Ser Pro Tyr Glu Val Pro Pro Leu Ua Ser Asp Asp Pro Ala Gly 
€5 70 75 80 

Ala His Leu His His Hia Leu Pro Ala Gla Leu Gly Leu Ala Kia Pro 
85 90 9S 

Pro Pro Gly Pro Phe Pro Aan Gly Thr Glu Pro Gly Gly Leu Glu Glu* 
100 105 i3.0 

Pro Asn Arg Val Gin Leu Pro Phft Pro Trp Het Lys Ser Thr Lys Ala 
115 120 125 

His Ala Trp Lys Gly Sin Trp Ala Gly Gly Ala lyr Tiir Ala Glu Pro 
130 135 



3 



«Jc 90 025 IV 

• • • • • • • 



Glu Glu Asa Lya ATS Thr arg Uir Ala Tyr Thr Arg Ala Gin Leu Leu 
145 150 155 

Glu Tjmn Olu lys 61u Phe Leu Bha Asa Etfa Tyr He Ser Axg Pro Arg 
16S "0 175 

j^g Val Olu Leu Ala Val Met Leu A«a Lett 5a» Clu Arg His lie Lye 
180 185 1»0 

He Txp She can A«n Arg axff Met Lya irp Ly» Ly« Glu Glu Asp J^m 
195 200 205 

Lys A*g ser Ser Gly Thr Pro Ser Sly Gly ay Sly Qly Glu Olu Pro 
210 315 220 



Glu Gla Asp Cys 



Ala Val rhr Ser Gly Glu Slu Leu Leu Ala Val Pro 
225 230 235 . . 240 

Ero L«n »ro Pro Pro Gly Sly Ala Val Pro Pro Sly Val Pro Ala Ala 

2iS 2S0 25S 

Vkl Axg Glu Gly Leu Leu Pro Ser Gly Le^u Ser Val Ser Pro Gla Pro 
260 . 2SS 270 

Ser S«r Xle Ala Pro Leu Arg Pro Glu Glu Pro Arg 
275 280 



<210> 3 
<211> 1034 

<212> DHA ..... 
<213> Mus snaeulus 

<320> 

<221> CDS 

<222> [24).. (1019) 

'<400> 3 

tgcgaggagt aeeagtgtga age atg cag eag gac gga cte age agt gtg aat 53 

Met Gla Gla Asp Cly Leu Ser Ser Val Asn 
1 5 

eag eta ggg gg« etc ttt gtg aat gge egg cec ett ect ctg gae acc 101 
Gla Leu Gly Gly Leu Phe Val Asa Cly Arg Pro Leu Pro Leu Asp Thr 
IS 20 25 



agg cag cag att gtg cag eta gca ata aga ggg atg oga ccc fcgt gac 



149 



#3? DE 1.02.:9D..a25..Tl*: 



9 9 9 4^ • • 9 



j^g Gl» Gin Xie Vai Gla I-eu Aia He Xrg Sly Mat: Arg Pro Q^r* A«P 
30 « - 

a« tea .^c ctt a^s gta t=t aai: ggc ct:a 

lie Scr Arsr S« L«u Lys Val S« ^ Cly Cy. vl Sex Lys He Leu 
45 50 " 

cgc tac tae cgc a« sg* ffto tW ^aa ccc aag tg*. att sgg ^a 
^ Tyr A« Tbx Gly val i-u Cl« Pro l.y. Cy» H- «y «ly 
65 



60 



.^c aaa cca cgt ctg gcc aca ect get gi:g gtg get cga att cag 
I-y- pro *rg Lau Ala «»r Pro iaa Val Val Ala A« H. Ala Qln 

nn «S 90 

.7S M 

eta aag gat gag tae cet get ctt ttt g=c tgg gag a1:c ea. cac cag 
Leu l.ya A«p Gl« Tyr Pro Ala Lea Ph. *1« Trp Clu He Gin H.. Gin 
95 100 

ctt tgc act gaa ggg ctt tgt aee «as gae aag get cec agt gtg tee 
Leu Qys Tbr Glu Gly Leu cy. W I-y Ala Pro Ser val Ser 



110 



115 



tet ate aat ega gta ett egg gca ctt =ag. gaa gae cajr age ttg eae 
S«r He A«x A« Vi»l Leu arg Ala I-« Gin Gin A»p Gin Se* t« Hx. 

125 130 "5 

tOT act caa etc aga tea eea get gtg tcg get cc. gtt ctt cce agt 
Xrp «ur Gin Leu Arg ser pro Ala val Al. Pro val L«« pro Ser 

1« 1" 

ecc cae agt" aae tgt ggg get eee ega ggc eee ea« eea gga aco age 
Hi. ser A»n py. Gly Ala pro Arg Gly pro Hi. Pr6 Gly Sar 

155 «0 1« 

cae agg aat egg get ate tte tee eeg gga ea. gee gag gea ctg gag 
Hi. A«r Arg Ala He «« Sex Pro Cly Gin Ala Glu Ala Leu Glu 
175 • 

aaa gag ttt eag egt ggg eag tat eea gat tea gtg gee egt ggg aag 
Ly. Glu Pl.e Gin Arg Gly Gin Tyr Pro Asp Ser val Ala xxg Cly Lys 
190 . 

ctg get get gcc ace tct ctg ect gaa gac aeg gtg agg gtt tgg ttt 
Leu Ala Ala Ala Tbx Ser leu P« Glu Asp thr Val Arg val Trp Phe 
205 210 

tet aae aga aga gee aaa tgg ege agg eaa gag aag ctg aaa tgg gaa 



197 



2^5 



293 



341 



385 



437 



485 



533 



581 



629 



S77 



725 
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3* DE 102"9Q"a25 .T'.V': 



Sar »Ba Ar, *rg Ala Lys Trp Arg Arg Gl* Glu I-ys t,eu Lys Txp Glu 
220 . 225 230 

sea cag ctg cea gyt get tec cag gac ctg acg cc* «a aat tct 773 
Ala Gl» L«» pro Gly Ala Ser Gin Asp Leu Thr lie Pro Lya A« S.r 
235 • 



cca ggg ate ate tet g« cag cag tec ccc ggc agt gta ccc tea get 821 
pro Gly 11. II. S.r Ala 61n Gin Ser Pro Gly Ser Val Pro Sa= Al* 
253 



i60 2ff5 



see ttff ect gtg etg gaa cea ttg agt cet tee tte tgr eag eta tge 869 
Ala L.U pro Val l*u Glu Pro Leu S«r Pro Ser PHe Cys Gin Leu Cy. 
270 275 2M 

tgt ggg aeagea eea gge aga tgt tee agt gae ace tea tee cag gee 917 
cy- Gly Thr Ala Pro Gly irg Cys Sar S«r Asp ihs S« S.r Gla Ala 
285 290 295 

tat cte eaa eee tae tgg gae tge eaa tee ete ett eet gtg get tee 965 
^ l,«u 01» Pro lyr Trp A^P Cys Gin Ser Leu L« Pro Val Ala Ser 
300 305 3" 

tec tea tat gtg gaa ttt gee tge cet gee. tea eea eec ate ctg tge 1013 
S«r Ser Tjx val Glu PHe Ala Cys Pro Ala Ser pro Pro Xle L«i Cy« 
315 320 325 330 



ate ate tgattggagg eeeaggacaa gtgccatcat eeoattsctc aaactggcca 
Xle lie 



1069 



1084 

taeeegegga. atbee 



<210> 4 

<211> 332 
<212> PUT 
■<213> Has anxsculns 



<4ao> 4 

Met Gin Gin Asp Gly Leu Ser Ser 
I 5 

Val Asa Gly Arg Pro Leu Pro Leu 
20 

Leu Ala lie Arg Gly Met Arg Pro 
35 40 



Val ASS Gin Leu Gly Gly X«u Pbe' 
10 15 

Asp Hhr Arg Gin Gin He Val Gin* 
25 30 

Cys Asp He Ser Arg Ser Leu Lys 
45 



33 DE j04 9.Q.025..U 



i 



» • * • # « « 



Val S«r Asa Gly Cys Val Ser Lys lid Leu Gly Arff Tyr Tyr Arg Thr 
SO 55 SO 

Gly Val Low Glu Pro Lya Cys Ho Gly Gly Ser Lys Pro Arg Leu Ala 
65 70 7S 80 

Tlsr Pro Ala Val Val Ala Arg He Ala Gin Leu Lys Asp Glu Tyr Pro 
85 90 55 

Ala Lau Phe Ala T=p Glu Ha Gin His Gin L«u qys Slu Gly Leu 

100 105 110 

Cya 2ihr Cla Asp Lys Ala Pro Ser Val Ser Ser Ho Asa Arg Val Leu 
1X5 120 125 

arg Ala Leu Gla Glu Asp Gin Ser Leu Kis Vzp 'Thr Gin Leu Arg Ser 
130 135 1*0 

Pro Ala Val Leu Ala Pro Val Leu Pro Ser Pro His Ser Asa qys Gly 
145 150 155 ISO 

Ala Pro Arg Gly Pro His Pro Gly Thx Ser His Arg Asa Arg Ala lie 
leS 170 175 

PHe Ser Pro Gly Gin Ala Glu Ala Leu Glu Lys Glu Pbe Gin Arg Gly 
180 18S 150 

Gin Tyr Pro Asp Ser Val Ala Arg Gly Lys Leu Ala Ala Ala Thr Ser 
X95 200 205 

Leu PxTo Glu Asp Tbr Val Arg Val Trp P2xo Ser Asa Arg Arg Ala Lys 
... 210 215 220 

Trp Arg Arg Gin Clu Lys Lou Lys Trp Glu Ala Gin Leu Pro tSly Ala 
225 230 235 240 

Ser Gin Asp Leu VOa Xle Pro lors Asa Ser Pro Gly Xle Ho Ser Ala 
245 250 255 

Gin Gin Ser Pro Gly Ser Val Pro Ser Ala Ala Leu Pro Val Leu Glu' 
260 265 270 

Pro Leu Ser Pro Ser Phe" Cys Gin Leu Cys Cys Gly Thr Ala Pro Gly 
275 280 285 

Arg cys Ser Ser Asp Tlir Sar Ser Gin -Ala Tyr Le*a Gin Pro Tyr Trp 
290 295 300 
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Asp Cya Gin Ser Leu Leu Pro Val Ala Ser Ser Ser Tyx Val Glu Plae 
305 ' 310 315 320 

Ala Cys S*=^ AXa Ser Pro Pro He Leu Cys Ilo He 
325 330 



<210> 5 

<211> 1872 

<212> DNA 

<2X3> Has stzsculus 

<220> 

<22±> CDS 

<222> (30).. (1337) 

<400> 5 

ffffatecgsras srct^ccaacc agetceagc atff cag aac agt: cac age gga gtg 53 

Ifat Gin Asn Ser Si a Ser Gly Val 
15 

aat cag ctt ggt ggt gtc ttt gtc aac ggg egg eca ctg ccg gac tec 101 
Asn Clai Leu Gly Gly Val Phe Val Asa Gly Arg Pro Leu Pro Asp Ser 
10 15 20 

acc cgsr cag aag ate gta -gag eta get cac age ggg gcc egg ccg tgc 145 
Thjc Arg Cla Lys He Val Glu Leu Ala His Ser Gly Ala Arg Pro Cye 
25 30 -35 « 

gac att tec cga att ctg cag acc cat gca gat gca aaa gtc cag gtg 197 
, Asp 11a Ser Arg lie Leu Glu Olix His Ala Asp Ala Lys Val Gla Val 
45 50 • . 55 

ctg gac aat gaa aac gta tec aac ggt tgt gtg agt aaa att ctg ggc 245 
Leu Asp Asa Glu Asa Val Ser Asa Gly Cys Val Ser Lys Xle Leu Gly 
50 55 70 

agg tat tac gag act ggc tec ate aga ccc agg gca ate gga ggg agt 293 
Arg Tyr Tyr Glu Hxr Gly Ser lis Arg Pro Arg iQa Xle Gly Gly Ser- 
75 80 as 



341 



aag cca aga gtg gcg act eca gaa gtt gta age aaa ata gcc cag tat 
Lys Pro Arg Val Ala Vhr Pro Glu Val Val Ser Lys He Ala Gla T^r 
90 95 100 

aaa egg gag tgc cct tec ate ttt get tgg gaa ate cga gac aga tta 389 
Lys Arg Glu Cys Pro Ser He Phe Ala Trp Glu He Arg Asp Arg Leu 



S 



^ OE 1.:0-2'aO:ft25Tt^ 



lOS 



110 115 120 



cea. gat fftg- ttt ffcc ca^ ffaa aga eta gca gcc aa& ata gat eta cct 
Pro Asp Val Phe Ala Arg Gin Arg tetx Ala Ala l.ys Xle Asp ten Pro 
250 255 

gaa gca aga ata cag gta tgg ttt tct aat cga agg gcc aaa tgg aga 
Glu Ala Ar-g ila Gin Val Irp Pha Ser Asn Ajrg Arg Ala l*ys Trp Arg 
255 270 275 280 

aga gaa gag aaa ctg agg aac c2ag aga aga cag gee age aae act cdt 
Aarg Glu Gltx Lys Lau Arg As» Glii Arg Arg Glaa Ala Sar Asn Tlir Pro 
285 290 295 

agt cac att cct ate age age age ttc agt ace agt gtc tac cag cca 
Ser Eia lie Pro lie Ser Ser Ser Pha Ser rhr Ser Val Tyx Gla Pro 



437 



tta tec gag ggg gtc tgt ace aae gat aac ata cec agt gtg tea tea 
Leu Ser Glu Gly Val Cys Thr Asn Asp Aan lie Pro Ser Val Ser Ser 
125 130 

ata aac aga gtt ctt cgc aac ctg get age gaa aag caa cag atg ggc 
Xla A3n Arg Val Leu Arg Asa Leu Ala Ser Glu Lys Gla Gin Met Gly. 
140 145 ISO 

gca gac ggc atg tat gat aaa eta agg atg ttg aae gsfff cag ace gga 
Ala ASP Giy ttet Tyr A«p Ly» Leu Arg Met Leu A«n Gly Gin Thr Gly 
155 160 "5 

age tgg ggc aca cgc cct ggt tgg tat ccc ggg act tea gta cca ggg 
Ser Trp Gly Thr tog Pro Gly Trp Tyr Pro Gly Tbr Ser Val Pro Gly 
170 175 "0 

caa ecc acg caa gat ggc tgc cag eaa eag gaa gga ggg gga gag aac 
Gin Pro a?hr Gla Asp Gly Cya Gin Gin Gin Glu Gly Gly Gly Glu Aan 
185 190 135 * 200 

aec aac tec ate agt tct aac gga gaa gac teg gat gaa get eag atg 
rh£ Aan Ser lie Ser Ser Asn Gly Glu Asp Ser Asp Gl-u Ala Gin Ket 
205 210 215 

cga ctt cag ctg aag egg -aag ctg eaa aga aat aga aca tct ttt aec 
Arg Leu Ola Leu Lys Arg Lys Leu Gla Ar^ Asa Arg Tbr Ser Phe Thr 
220 225 230 

caa gag eag att gag get ctg gag aaa gag ttt gag agg aec eat tat 773 
Gla Glu Gin lie Glu Ala Leu. Glu Lys Glu Phe Glu Arg Tbx His syr. 
• 235 240 245 



485 



533 



581 



629 



677 



725 



821 



889 



917 



955 
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300 305 310 

ate cca cag ccc acc aca cct gtc tec tec ttc aca tea ggt tec atg 1013 
lie pre Gin Pro Thr Tlir Pro Val Ser Ser Pho Thx Ser Gly Ser Ket 
315 320 325 

ttg ggc cga aca gac acc gcc etc acc aac acg tac agt get fctg cca 1061, 
Lau Gly Arg Thx Asp THr Ala Leu Wir Aaa Tlir Tyr Ser Ala Leu Pro 
330 335 340 

ccc atg ccc age ttc acc atg gca aac aac ctg cct atg caa ccc cca 1109 
Pro Mot Pro Ser P&.e «hr Met Ala Asn Asn Leu Pro Met Gla Pro Pro 
345 350 355 360 

gtc ccc agt cag acc tec tea tac teg tgc atflr ctg ccc acc age ccg 1157 
Val Pro Sar Gin Thr Ser Ser Tyr Ser Cya Met Leu Pro T5ir Ser Pro 
365 370 375 

tea gtg aat ggg egg agt tat gat ace tac acc cct ccg cac atg caa 1205 
Ser Val Asa Gly Arg Ser !Pyx Asp Thr Tyr Thx Pro Pro Bis Met Gin 
380 385 390 

aca cac atg aac agt cag ccc atg ggc acc teg ggg acc act tea aca 1253 
rrhr His Met Asn Ser Gin Pro Met Gly Thr Ser Gly Tiir Oto Sar Thr 
395 400 

gga etc att tea cct gga .gtg tea gtt ccc gtc caa gtt ccc ggg agt 1301 
Gly Leti lie Ser Pro Gly Val Ser Val Pro Val Gin V^l Pro Gly Ser 
410 415 

gaa cct gac atg tct cag tac tgg cct cga tta cag taaagagaga 1347 
Glu Pro Asp Met Ser Sin Tyr «rp Pro Arg Leu Gin 
42S 430 ^35 

aggagagagc atgtgatcga gagaggaaat tgtgttcact ctgccaatga ctatgtggac 1407 
acagcagttg ggtattcagg aaagaaagag aaatggcggt tagaageact tcactttgta 1467 
actgtcctga actggagccc gggaatggac tagaaccaag gaecttgcgt acagaaggca 1527 
cggtatcagt tggaacaaat cttcattttg gtatccaaac ttttattcat tttggtgtat 1587 
tatttgtaaa tgggcattgg tatgttataa tgaagaaaag aaeaacacag getgttggat 1647 
cgcggatctg tgttgctcat gtggttgttt aaaggaaacc atgatcgaca agatttgcca 1707 
tggatttaag agttttatca agatatatca aatacttctc cccatctgtt catagtttat 1767- 
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gg-actgatg-t tccaagttcg tatcattcct ttgcatataa ttgaacctgg gacaacacac 1827 
actagatata tgtaaaaact atctgttggt tttccaaagg ttgtt ia72 



<210> fi 
<211> 43 6 
<212> PRT 

<213> Hiis anxsculua 
<400> 6 

Mot Gla Asa Ser Kia Ser Cly Val Aaa Gin L«u Cly Gly Val Sbe Val 
15 10 IS 

A» Cly Axg Pro Lau Pro Asp Ser Thr Arg Gin Lys Xlo Val Glu Leu 
20 25 30 

Ala His Ser Gly Ala Arg Pro Qys Asp Zl« Ser Arg Xle Leu Gla Thr 
35 40 45 

His Ala Asp Ala Lys Val Gin Val Leu Asp Asn Glu Asa Val Ser Asn 
5D 55 60 

Gly Cys Val Ser Lys He Leu Sly Arg Tjrr ^yr Glu «ir Gly Ser He 
65 70 " 75 8Q 

Arg Pro Arg Ala He Gly Gly Ser Lys Pro Arg Val Ala Thr Pro Glu 
BS M 95 

Val Val Ser Lya Ha Ala Gla Tyr Lys Arg Glu Cys Pro Sar lie Phe 
100 105 110 

ALa Txp Glu Zle Arg Asp Acg Leu Leu Ser Glu Gly VaX Cys 33ir Asn. 
115 120 125 

Asp Asn Xle Pro Ser Val Ser Sor lie Asn Arg Val Leu Arg Asn Leu 
130 135 140 

Ala Ser Glu Lys Gin Gin Het Gly Ala Asp Gly Ket Tyr Asp Lys Leu 
145 150 155 160- 

Arg Het Leu Asn Gly Gin Thr Gly Ser Trp Gly Thr Arg Pro Gly Txp 
165 17D 175 

Tyr Pro Gly Thr Ser Val Pro Gly Gin Pro Thr Gla Asp Gly Cys Glu 
180 " 185 ISO 

Gin Gin Glu Gly Gly Gly Glu Asn Thx Asn Ser lie Ser Ser Asn Gly 
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195 200 205 

Gltt Asp Ser JLsp Glu Ala Gin Met Arg LeM Gin 1.011 Lys Arg Lys Leu 
210 ■ 215 220 

Gin Arg Asn Arg fChr Sar Thr Gin Glti Gin ri« Gin Ala Leu Glu 
225 230 235 240 

tiys Glu Pie Glu Arg Tlir His Tyr Pro Aap Val Plie Ala Arg Glu Axg 
245 250 255 

JCen Ala Ala Lys He Asp Lau Pro Glu Ala Arg lie Gin Val Trp Plia 
2M 265 270 

5«r Afftt Arg Arg Ala Lys Trp Arg Arg Glu Glu Lys I.au Arg Asn Gin 
275 280 285 

Arg- Arg Gin Ala Ser Asn Thr Pro Sar His lie Pro He Ser Ser Sar 
290 295 300 

Pile Ser Tbx Ser Val Tyr Gin Pro He Pro Gin Pro Thx Thx Pro Val 
305 310 315 320 

Ser Ser Pile OOir Ser Gly Ser Uet. Leu Gly Arg T2tr Asp Thr Ala Leu 
32S 330 335 

T2ir Asn fflir Tyr Ser Ala 'Leu Pro Pro Met Pro Ser Phe Thx Mat Ala 
340 345 - 350 

Asn. Asn Leu Pro Mat Gin Pro Pro Val Pro Ser Gin THr Ser Ser Tyr 
355 3ff0 355 

Ser qys Het Leu Pro rbx Ser Pro Ser Val Asn Gly Arg Ser Tyr Asp 
370 375 380 

Tlir Tyr Vbx Pro Pro His Met Gin Tbr His £fet Asn Ser Gin Pro Met 
385 390 395 400 

Gly Thr Ser Gly Thr- Thr Ser Thr Gly Leu He Ser Pro Gly Val Ser 
405 410 415 

Val Pro val Glu Val Pro Gly Sar Glu Pro Asp Met Ser Gin T^rr Trp 
420 425 430 

Pro Arg Leu Gin 
435 
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<210> 7 

<211> 861 

<212> DN& 

<213> Mas sxascnlus 



<220> 

<221> CDS 

<222> <1S0),-(801) 



<400> 7 

attcttctga- fftcffffgagaa ctiag^tiaaca attcggaaae tccaaasssrt Matgagggg ffO 

cgisgcTOsgt fltgtfftgggff gataetctgg tcceccgtgcs agtgacctcf aagtcagagg 120 

ctggcaeaca cacaccttcc attttttccc aaccgcagg atg gcg ect cat eec 174 

Uflt Ala Pro Bia Pro 
1 5 

ttg- gat gcg etc ace ate eaa gtg tec eea gag aca caa eaa eet ttt 222 
lieu ASP Ala Leu Tbr He Gla Ser Pro Glu «hr Gla Gin Pro Plie 
10 15 

ccc gga ?ee teg gae cac gaa gtg etc agt tee aat tee ace eea eet 270 
. Pro Gly Ala Ser Asp His Glu Val Leu Ser" Ser Aszx Ser T!hr Pro Pro 
2S 30 35 

age eee act etc ata eet agg gae tgc tec gaa gca gaa gtg.^gt gac 318 
Ser Pro Thx Leu lie Pro Arg Asp Cys Ser Glu Ala Glu Val Gly Asp 
40 " 50 

tgc cga ggg- acc teg agg aag etc egc gcc cga cgc gga ggg cgc aae 355 
Cys Arsr Gly Thx Ser Arg Lys Leu Arg Ala Arg Arg Gly Gly Arg Asu 
55 50 65 

agg- ccc aag age gag ttg gca etc age aaa cag cga aga age egg ege 414 
Arg Pro Lys Ser Glu Leti Ala Leu Sar Lys Gla Arg Arg Ser Arg Arg 
70 75 flO -85 

aag aag gcc aat gat egg gag cgc aat cgc atg cac aac etc aac teg 452 
Lys Lys Ala Asu Asp Arg Glu Arg Asn Arg Met His Asn Leu Asu Ser 
SO »5 "0 

gcg ctg gat gcg ctg cgc ggt gtc ctg ccc acc ttc ccg gat gad gcc 510 
Ala Leu Asp Ala Leu Arg Gly Val Leu Pro Thr P2ie Pro Asp Asp Ala 
. 105 110 115 

aaa ctt aca aag ate gag acc ctg cgc ttc gcc eae aac tac ate tgg 558 
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Lys Lou "Chx Ly» lie Giu TLx Leu axg Phe Ala Eis Asa Tyr Xlo Tip 
120 125 . 

ffca Ctg act cag scg ctg cgc ata gcg- gac cac age ttc tat ggc ccg 506 
XLa Laii Thr Glix Tlir Leu Arg lie Ala Asp His Ser Pha Tyr Gly Pro 
135 140 145 



gag ecc cct gtg ccc tgt gga gagr 
Glu Pro Pro Val Pro Cya Gly Glu 
130 155 

aae s^g gac tgg tct ate tac 

Aszx Gly Aap *rrp Gly Sar Xlo Tyr 
170 



ctg ggg age ccc gga ggt ggc tee 554 
Leu Gly Ser Pro Gly Gly Gly Sar 
ISO 165 

t,cc cca gt:c tec eaa gcsr ggt aac 702 
Sar Pro Val Ser Gin Ala Gly Asn 
175 ' IBO 



ctg age ccc aeg gcc tea t:tg gag gaa t.tc cct ggc cbg cag gtg ccc 750 
Leu Sar Pro Thx Ala Ser Leu Glu 'Glu Phe Pro Gly Lau Olix V:al Pro 
185 190 IBS 



age tec cca tec tat ctg etc ccg gga gca ctg gtg ttc tea gac ttc 798 
Ser Sar Pro Ser Tyr Lau Lau Pro Gly Ala Lau Val Plie Sar Asp Pha 
200 205 210 

tfcg tgaagagacc tgtctggcte tgggtggtgg gtgctagtgg aaagggaggg 851 
Lau 

gaccacagcc 851 



<210> 8 
<211> 214 
<2l2>-pRa? 

. <213> Mus zmisculua 
<40G> 8 

Ma^ Ala Pro H±a Pro Lau Asp Ala Leu Thr Xle Gin Val Ser Pro Glu 
1.5 10 15 

ita Glzt Glji Pxo Pile Pro Gly Ala Ser Asp Bis Giu Val Leu Sar Ser 
20 25" 30 

Asa Ser Tlir Pro Pro Ser Pro Thr Leu lie Pro Arg Asp Cys Sar Glu 
35 40 45 

Ala Glu Val Gly Asp Cys Arg Gly oair Sar Arg Lys Leu Arg Ala Arg 
50 55 €0 

Arg Gly Gly Arg Asn Arg Pro Lys Ser Glu Leu Ala Leu Ser Lys Gin 
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55 



70 



7S 



80 



Ser Arg Arg Ly* Lys ^ 



85 



90 



95 



Bis AdZL lieu 



Aazi Ser Ala Leu Asp Ala Leu 



Arg Gly Vil Lra Pro Thr 



100 



105 



110 



rv« Tlfi Glu Thr I»eu Arg Phe Ala 
Phe pro Asp Asp Ala Lys Leu Thr Lys lie 4,j.u ^« 



115 



120 



125 



His Asa Tyx lie Trp Alk Leu Uhr 



130 



135 



Gin Tlfar Leu Arg He Ala Aap Eis 
140 



ser 
145 

Pro 



Pta Tyr Gly Pro Clu Pro Pro Val Pro qys Gly Clu Leu Gly Ser 

IS 5 160 



150 



Gly Gly' Gly Ser A»u" Gly Asp Trp 
165 



Gly Ser lie Tyr Ser Pro Val 



170 



175 



Ser 



ClJX Ala Gly Asn Lou Ser Pro l2xr 



Ala Ser Leu Glu Glu Phe Pro 



180 



las 



150 



Gly Leu Gin Val Pro 
195 



Ser ser Pro Ser Tyr Leu Leu Pro Gly Ala Leu 

205 



200 



Val Phe Ser Asp Pbe Leu 
210 



<210> 9 

<211> 21 • ■ 

<212> moi 

<213> Mas SBUSCtilus 
<400> 9 

fet^cggctahg acatcggl^gt: g 



<210> 10 
<211> 21 

<2i:2> DNA 

<213> Kus Dusculus 

<4G0> 10 ' 



agctgaggcc agfcaatctga c 
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<210> 11 

<2il> 18 

<212> D***- 

<213> sasculxis 



<4Q0> 11 

cagcccttag tgaccagc 
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<21G> 12 
<211> 18 ■ 
<212> 

<2X3> ttas Kd cuius 



<400> 12 

atgctggtgc ageactga 
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<2ia> 13 
<211> 18 
<212> 

<213> ttus jotiscTxlua 



<A00> 13 

cgcctga^cc cttiggaLt:^ 
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<210> 14 
<211> IS 

<212> OJsa 

<213> ttUB UlXSCUlttS 



<400> 14 

cagtrcaccea cttctget 
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<210> IS 

<211> 20 

<212> BIOL 

<213> inis jznisculus 



<400> 15 

cttUcccgtg gabgaaatcc 



20 



<210> IS 
<211> 21 



16 



<2X2> laa 

<2l3> Vta^ nascuXus 
<400> IS 

gteaagttcta acatcactgc c 



<310> 17 

<211> 20 

<212> laNA 

<213> Mtts Wttsculiifl 



<21Q> 1» 
<211> 20 

<213> JSas BBiacul-os 
<4Q0> IS 

atgctffCfftt tcttgtectt 



<210> 19 

<21f> 20 

<212> DMA. 

<213> KtlS BXUSCUIUS 

<400> 19 

tcactfftffcc tgaacttacc 



<2ia> 20 

<211> 20 

<212> Dsa. 

<213> Mtts muaculus 



<4Q0> 20 

gsraacatagc egtaaactgc 
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Zusammenfassung 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur Differenzierung von 
Stammzellen in Insulin-produzlerende Zellen, durch Kultivierung solcher Zellen 
in eigens definierten Medien und optimalerweise durch Aktivierung eines oder 
mehrere Gene, die in die Beta-Zelidifferenzierung involviert sind. Die 
vorliegende Erfindung betrifft weiterhin Anwendungen im medizinischen 
(insbesondere Diabetes) Bereich, die sich direkt aus dem Verfahren der 
Erfindung ergeben. AulSerdem betrifft die vorliegende Erfindung Anwendungen 
zur Identlflzierung und Charakterisierung von Verbindungen mit 
therapeutischen medizinischen Wirkungen oder toxikologischen Wirkungen, 
welche sIch direkt aus dem Verfahren der Erfindung ergeben. 



25182P WO/WW 
PCT/EP 02/04362 
DeveloGen Aktiengeselischaft fur entwicklungsbiologische Forschung 

AnsprOche 

1. Verfahren zum Differenzieren von Stammzellen in Insulin-produzierende 
Zellen, umfassend: 

Kultivierung von StammzeJIen in einem geeigneten Medium und 
Aktivierung von mindestens einem Gen, das in die Beta-Zell- 
differenzierung involvlert 5st. 

2. Verfaliren nach Anspruch 1 , waiter umfassend: 

Aggregieren der kultivierten Stammzellen, um Embryoid-Korper zu bilden, 
Kultivierung der Embryoid-Korper in einem Differenzierungsmedium, das 
eine B-Zelldifferenzierung steigert, Identifizierung, und gegebenenfalls 
Seiektion Insulin-produzierender Zellen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, worin die Stammzellen ausgewShlt 
sind aus embryonalen Stammzellen, adulten Stammzellen, somatischen 
Stammzellen und primordidlen Keimz€^llen. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1-3, worin die Stammzellen 
humanen Ursprungs sind. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1-4, worin die Gene, die in die 15- 
ZelldifferCTzierung mvolviert sind, ausgewahit sind aus der Gruppe 
bestehend aus Pdxl, Pax4, Pax6, ngn3, Nkx6,1. Nkx6,2, Nkx2,2, HB9, 
BETA2, NeuroD, Isll, HNFl-alpha, HNFI-beta. HNF3 und Kombinattonen 
davon. 
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6. Verfahren nach Anspruch 5, worin die Gene ausgewahit sind aus Pdxl , 
Pax4, Pax6, ngn3 und Kombinationen davon. 

7. Verfahren nach Anspruch 5 Oder 6, worin die Gene humanen Ursprungs 
5 sind. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1-7, worin die Genaktivierung eine 
Lieferung eines pankreatischen Gens in Stammzellen umfasst. 

10 9- Verfahren nach Anspruch 8, worin die Genlieferung eine Transfektion von 
Stammzellen mit einer cDNA von mindestens einem pankreatischen Gen 
unter der Kontrolle eines regulatorischen Region, die die Transkriptfons- 
initiation ermoglicht, umfasst. 

15 10. Verfahren nach Anspruch 8, worin die Genlieferung einen DNA-Transfer 
unter Verwendung eines viralen Liefersystems umfasst. 

1 1. Verfahren nach einem der AnsprQche 1-7, worin die Genaktivierung eine 
Lieferung eines Proteinprodukts eines pankreatischen Gens in Stamm- 

20 zellen umfasst. 

(• 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 2-11, worin die Embryoid-Korper 
durch ein Verfahren mit hangenden Tropfen gebildet werden. 

25 13. Verfahren nach einem der Anspruche 2-12, worin das 
Differenzierungsmedium auf Iscove's modifiziertem Dulbecco-Medium 
{IMDMJ basiert, erganzt mit fotalem Kalberserum, L-Glutamin, nicht 
essentieilen AminosSuren und a-Monothioglycerol, gegebenenfalls 
enthaltend EOF, bFGF, Progesteron, Waohstumshormon, Foilistatin 

30 und/oder Activin. 
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14. Verfahren nach Anspruch 13, worin das Differenzierungsmedium 
weiterhin e>ctrazellulare Matrix-Proteine, Collagene und/oder Gemische 
aus Wachstumsfaktoren und extrazellularen Matrix-Proteinen enthalt. 

15- Verfahren nach einem der Anspruche 1-14, worrn nach einer 
Differenzierungszeit von 1 5 Tagen mindestens 20% Insulin-produzierende 
Zellen erhalten werden. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, worin mindestens 40% Insulin- 
produzterende Zellen erhalten werden. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 1-16, weiterhin enthaltend eine 
Selektion von Nestin-posrtiven Zellen. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 1-17, worin die Insulln- 
produzierenden Zellen fur pharmazeutische Anwendungen verwendet 
werden. 

1 9. Verfahren nach Anspruch 1 8 zur Behandlung von pankreatischen 
Erkrankungen, einem Stoffwechselsyndrom und Stoffwechsel- 
erkrankungen mit beeintrachtigten Glukosespregein, so wie Diabetes, 
Hyperglykamie und/oder beeintrachtigter GlukosetoIeranz« 

20. Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, worin zwischen 3000 und 100000 
aquivalent differenzierte Insulln-produzierende Zellen pro Kilogramm 
Korpergewicht verabrelcht werden. 



21. Zellzusammensetzung, umfassend Insulin-produzierende Zellen, die durch 
das Verfahren nach einem der Anspruche 1-17 erhSltlich sind. 
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22. Zusammensetzung nach Anspruch 21, umfassend naoh einer 
Inkubationszert von 15 Tagen mindestens 20% [nsulin-produzierende 
Zellen 

23. Zusammensetzung nach Anspruch 22, umfassend mindestens 40% 
Insulin-produzierende Zellen 

24. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 21-23^ umfassend ein 
Verhaltnis von Insulin-produzierenden Zellen zu Glucagon-produzierende 
Zellen von mindestens 2:1. 

25. Zusammensetzung nach Anspruch 24, umfassend ein Verhaltnis von 
mindestens 5:1. 

26. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 21-25, die nach 
Stimulierung mit 27,7,mM Glucose einen mindestens Zfachen Anstieg in 
der Insulinsekretbn zeigt. 

27. Zusammensetzung nach einem der AnsprQche 21-26, die erne 
pharmazeutische Zusammensetzung ist* 

28. Zusammensetzung nach Anspnjch 27 zur Behandlung von pankreatischen 
Erkrankungen, einem Stoffv\^echseIsyndrom und Stoffwechsel- 
erkrankungen mit beeintrachtlgten Glukosespiegein, so wie Diabetes, 
Hyperglykamie und/oder beeintrachtigter Glukosetoleranz. 

29. Zusammensetzung nach Anspruch 27 oder 28, die mittefs 
Transplantation verabreicht wird oder in einer medizinlschen Vorrichtung 
verwendet wird. 
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30, Verfahren zur Identiftzierung und/oder Charakterisierung von 
Verbindungen, die geeignet sind, die Drfferenzierung von Stammzellen in 
lnsu)in*produzierende Zellen zu modulieren, umfassend: 
in Kontakt bringen einer zu testenden Verbindung mit Stammzellen unter 
5 Bedingungen, worin die Stammzellen imstande sind, in Insulin- 

Produzierende Zellen zu differenzieren, und Ermittlung der Wirkung der 
Verbindung auf den Differenzierungsprozess. 



31. Verfahren nach Anspruch 30, umfassend eine Transfektion von 
10 Stammzellen mrt einem ONA-Konstrukt, das ein Reportergen unter 

regulatorischer Kontrolle eines Gens, das in die B-Zelldifferenzierung 
involvlert ist, enthSIt, in Kontakt bringen der transfrzierten ZeJIen mit einer 
zu testenden Verbindung, und Ermittlung der Aktivitat des Reportergens, 

15 32. Verfahren nach Anspruch 30 oder 31, umfassen in Kontakt bringen von 
Embryoid-Korpern, die in einem Differenzierungsmedium kultiviert 
werden, das eine K-Zelldifferenzierung stelgert, mit einer zu testenden 
Verbindung, und Ermittlung der Differenzierung in Insulin-produzierende 
ZeJIen. 
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Embryonale Stamm (ES)- Zellen 
kultivert auf Versorgungs-ScNchten 



1 



i \ ^ f 

ES-Zellen, platziert in hangenden Tropfen 
auf Iscove basierendes Kuiturmedium 



2 Tage 



Bildung von Embryoid-KSrpern (EB) 
auf Iscove basierendes Kuiturmedium 



1 



Transfer der EBs in bakteriologische Flatten 
Suspensionskultur in auf Iscove baslerendem Kuiturmedium 



1 



3 Tage 



Plattieren der EB in Differenzierungsmedium 
fur Insulin-produzierende Zellen 



1 



5 bis 40 Tage 



Figur2 



Differenzierung in Insulin-produzrerende Zelien 
Verwendung von terminaiem Differenzierungsmedium 
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Insulin Q^"cag°a 




Kontrollmedium 
Differenzlerungsmedium 



Figur 3 
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Analyse des RNA-Niveaus von Genen. die inpankreatische P-Zellentwicklung 
involviert sind, in sich di£ferCTziereadeti .wt-, Pdx-1"*^- iind Pax4*-ES-Zelleii 

HBBBE3BSi3B^B BIBESI^SSIESSS 



pdx-r 

wt 




0 5+3 7 10 15 21 25 0 5-e 7 10 15 21 25 0 5+3 7 10 15 21 25 

Differenzienmgszeit (Tage) 




0 5+3 7 10 15 21 25 0 5+3 7 10 15 21 25 0 5t3 7 10 15 21 25 

Diifereiizieruqg&zeit (Tage) 



6*» 



glOO 
J? 80 

0 40 
20 
0 



iS20 









( Pax4+ 
1 wt 








lAPP 




Glut-2 t 


^'Tubulin 














-f^ R1 

Pdx-V 





0 5+3 7 10 15 2f 25 o 



5+3 7 10 15 21 25 0 5+3 

DiifereDzienmgszeit (Tage) 



7 10 15 21 25 

* = p<0,01,** = p<0,001 



Figur 4 
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Figur 11 



